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 RESUME 
 
Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la première cause de décès dans le monde. Une 
alimentation riche en précurseurs de méthyles (PDM : vitamine B9 ou folate, vitamine B12 ou 
cobalamine et la choline) pourrait diminuer le risque de survenue des MCV. Le statut en PDM 
a de très nombreuses conséquences puisque son altération va des risques de défaut de 
fermeture du tube neural au cours de l’embryogenèse au développement de maladies 
chroniques. Les PDM interviennent dans la voie de reméthylation de l’homocystéine en 
méthionine. Une diminution des niveaux de PDM entraîne une hyperhomocystéinémie 
considérée comme un facteur de risque de pathologies cardiovasculaires via notamment son 
rôle dans le développement de l’athérosclérose. Relativement peu d’études se sont intéressées 
à l’effet d’une déficience en PDM sur le cœur et les cellules cardiaques.  
Afin de mieux comprendre les conséquences de la déficience en PDM sur cet organe, nous 
avons analysé les modifications du protéome myocardique chez des ratons de 21 jours nés de 
mères nourries avec un régime carencé en PDM comparativement à des ratons issus de mères 
normalement nourries (contrôles). Les résultats de notre analyse protéomique ont montré que 
l’abondance de 22 protéines était augmentée entre 1,1 et 1,7 fois, alors que celle de 17 autres 
était diminuée entre 1,1 et 2,3 fois. Ces protéines interviennent surtout dans la production 
d’énergie cellulaire (21%), le métabolisme lipidique (18%) et le stress du réticulum 
endoplasmique (RE) (15%). Au moyen de l’outil bio-informatique « Ingenuity Pathway 
Analysis », nous avons montré que 34 d’entres-elles appartenaient à un réseau métabolique en 
relation avec « une perturbation du développement cardiaque et une altération cellulaire et du 
métabolisme lipidique ». De plus, la carbonylation, principale modification post-
traductionnelle oxydative des protéines, quantifiée par une technique de Dot-blot était 
augmentée de 1,9 fois dans le myocarde des ratons déficients en PDM comparativement aux 
contrôles. Afin d’étudier les mécanismes à l’origine de ces changements, nous avons 
développé un modèle in vitro de cellules cardiaques déficientes uniquement en folates ou en 
PDM. Des cellules de la lignée H9c2, dérivée de cardiomyoblastes embryonnaires de rat, ont 
été cultivées jusqu’à 4 jours dans un milieu carencé en folates (F) ou en PDM, 
comparativement à un milieu complet (C). Ceci nous a permis de disposer de deux modèles, 
constitués : (1) de cellules uniquement déficientes en folates et ne produisant pas davantage 
d’Hcy que les cellules contrôles, et (2) de cellules déficientes en au moins 2 PDM (folates et 
vitamine B12) et produisant des quantités accrues d’Hcy. Une analyse comparative des 
protéomes des cellules F et PDM vs C a permis d’identifier des différences et similitudes entre 
les 2 déficiences. Treize protéines présentant des abondances significativement différentes 
entre les cellules carencées pendant 4 jours en folates ou en PDM et leurs contrôles ont été 
mises en évidence : 7 avaient une abondance accrue et 6 une abondance diminuée. La 
comparaison des résultats obtenus a montré que des protéines mitochondriales ou intervenant 
dans la structure cellulaire n’ont été identifiées que dans le modèle de déficience en PDM. 
Nos résultats ont aussi démontré que les 2 types de carences affectaient des voies similaires à 
celles retrouvées dans notre étude in vivo : métabolisme énergétique et stress du RE. Nous 
avons alors confirmé que des protéines chaperones, α-crystalline B et prohibitine, avaient leur 
expression modifiée de la même manière dans les modèles de déficience in vivo (myocarde 
des ratons) et in vitro (cardiomyoblastes). Notre étude a également montré que l’induction 
rapide du stress du RE dans les cardiomyoblastes déficients en PDM est suivie par l’activation 
plus tardive du système d’ubiquitination des protéines et probablement de la voie de 
dégradation protéolytique dépendante du protéasome.  
En conclusion, cette thèse ouvre de nouvelles perspectives dans la compréhension des 
mécanismes des effets de la déficience en PDM ou en folates au niveau cardiaque.  
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De très nombreuses études ont permis de mettre en évidence la relation entre l’alimentation et 
la santé. Le programme national nutrition santé (PNNS) a été mis en place afin d’améliorer 
les apports alimentaires des Français et notamment pour les groupes à risque que sont les 
personnes âgées et les femmes enceintes. La consommation journalière de cinq fruits et 
légumes et de viande ou poisson 1 à 2 fois par jour permet notamment, d’apporter les 
nutriments indispensables que sont les vitamines. Un des objectifs du PNNS est aussi 
d’améliorer le statut en folates des femmes en âge de procréer. En effet, malgré les 
recommandations, peu des femmes concernées sont au courant des risques associés à une 
déficience. Aussi, la prévalence de la déficience en folates et vitamine B12 est de 10% dans la 
population générale et de 30 à 40% chez les personnes âgées hospitalisées. Or, la carence en 
ces vitamines a un impact important sur la santé. La déficience en vitamines B9 (folates) et 
B12 (cobalamine) augmente effectivement le risque de développement de pathologies telles 
que les maladies d’Alzheimer et de Parkinson, des cancers ou encore des malformations 
congénitales comme le spina bifida. Beaucoup moins d’études se sont intéressées à leur 
impact sur le système cardiovasculaire. Or il est aujourd’hui reconnu que leur carence est 
impliquée dans l’apparition des maladies cardiovasculaires (MCV) qui reste la première cause 
de mortalité en France et dans le monde.  
Dans ce contexte, l’objectif principal de mon projet de recherche était de mieux comprendre 
les liens entre les folates, vitamine B12 et choline, définis comme des « précurseurs de 
méthyles » (PDM), l’homocystéine (Hcy) et le tissu cardiaque. Plus précisément, nous avons 
étudié les effets d’une déficience en PDM sur le protéome cardiaque. Ces PDM ont la 
capacité de donner un groupement méthyle (-CH3) à une autre molécule. Ils interviennent 
dans le cycle de la méthionine et principalement dans la voie de reméthylation de l’Hcy en 
méthionine. Une altération de cette voie par une déficience en un ou plusieurs PDM entraîne 
une augmentation des niveaux d’Hcy plasmatique ou hyperhomocystéinémie. Cette dernière a 
été identifiée comme un facteur de risque de MCV. Cependant les mécanismes cellulaires et 
moléculaires mis en jeu ne sont pas encore clairement établis. 
Le but du projet de ma thèse était donc d’apporter de nouvelles informations:  
 sur les effets de la déficience en PDM sur le protéome cardiaque global. Pour cela, 
nous avons utilisé un modèle de ratons de 21 jours issus de mères ont été nourries avec un 
régime déficient en PDM,  
sur les mécanismes cellulaires et moléculaires de la déficience en PDM via l’étude 




cellules cardiaques placées dans les conditions mimant celles observées chez les rats 
déficients en PDM.  
 
La première partie de ce manuscrit consiste en une revue bibliographique qui s’articule en 4 
chapitres. Dans un premier chapitre, des généralités sur les PDM que nous avons étudiés sont 
décrites. Le second chapitre permet de mieux comprendre le lien entre la déficience en ces 
PDM, l’Hcy et les pathologies. Le troisième chapitre concerne les processus et molécules 
cibles de la déficience en PDM et de l’HHcy. Enfin, la dernière partie se concentre sur les 
conséquences d’une déficience en PDM et de l’HHcy sur le système cardiovasculaire. Les 
buts et hypothèses de travail sont ensuite définis et les résultats de 2 articles (1 accepté et 1 
soumis pour publication), ainsi que des données additionnelles, sont exposés. Une discussion 






































I. PRECURSEURS DE METHYLES (PDM) 
 
I. 1. Généralités sur les folates, la vitamine B12 et la choline 
I. 1. 1. Les folates 
Le terme « folates » désigne une famille de molécules hydrosolubles présentant une activité 
vitaminique et dont la structure chimique dérive de celle de l'acide folique (AF), leur forme 
synthétique la plus simple (Figure 1). En 1941, l’AF est pour la première fois isolé de feuilles 
d’épinards (Cossins, 2000). L’AF n’est pas la forme active des folates. En revanche, il est 
stable et donc fréquemment utilisé pour enrichir les produits alimentaires (Shane, 2008). 
L’AF est formé par la liaison d'une molécule d'acide ptéroïque à une molécule d'acide 
glutamique (monopteroylglutamate). L'activité biologique des folates est supportée par des 
dérivés de l’AF allongés par la présence de 1 à 7 molécules d'acide glutamique 
supplémentaires, reliées par des liaisons γ-peptidiques (polypteroylglutamates), plus ou moins 
hydrogénés et chargés d’un groupement monocarboné (méthyle, formyle, méthényle, 




Figure 1 : Structure chimique des folates. Y=0 à 7 additions d’acide glutamique et R= 












































Chez l’Homme, les besoins en folates ont été évalués à environ 300 µg/j (apports nutritionnels 
conseillés, ANC), valeur qui a été jugée supérieure dans certaines situations physiologiques 
telles que la grossesse ou l’allaitement (ANC = 400 µg/j) (Tableau 1).  
 







D’après l’Agence Nationale de sécurité sanitaire (ANSES), 2012 
http://www.anses.fr/index.htm  
 
I. 1. 1. 1. Absorption intestinale  
Les folates polyglutamates représentent 90% des formes naturellement présentes dans les 
aliments. La biodisponibilité des folates alimentaires correspondant à la fraction ingérée qui 
est absorbée et utilisée dans les processus métaboliques, est estimée entre 50 et 90% (Ohrvik 
et al., 2011). Certains facteurs physiologiques et pathologiques peuvent jouer sur cette 
biodisponibilité. En effet, leur absorption dans l’intestin se fait à un pH 5 alors que les 
enzymes de déconjugaison des folates agissent à pH 6-7. De ce fait, en cas d’altération du pH 
par la prise de médicament ou encore d’insuffisance pancréatique, l’absorption est diminuée 
(Gregory, 2001; Urquhart et al., 2010). Aussi, il est important de souligner que la 
biodisponibilité des folates alimentaires serait moins importante que celle de l’AF (Ohrvik et 
al., 2011).  
 
Les folates polyglutamates doivent être hydrolysés en leurs formes monoglutamates avant leur 
absorption par la muqueuse intestinale (Stover, 2004). Cette hydrolyse peut-être catalysée par 
2 types de conjugases, l’une issue des sécrétions pancréatiques (γ-glutamyl hydrolase) et 
l’autre associée à la membrane de la bordure en brosse jéjunale (glutamate carboxypeptidase 
IV). Les folates monoglutamates, mais aussi l’AF apporté sous la forme de suppléments ou 
d’un enrichissement alimentaire sont absorbés dans le jéjunum, puis en partie réduits par la 
dihydrofolate réductase (DHFR) en tétrahydrofolate (THF) pour s’incorporer au cycle des 
Catégories ANC (µg/j) 
Nourrissons 70 
Enfants 1-12 ans 100-250 
Adolescents et adultes 300 




folates. Le THF est au carrefour de différentes réactions du métabolisme des monocarbones 
(Cf. § I.3.1.2. p18). La plupart des folates et AF alimentaires sont métabolisés en 5-méthyl-
THF (5-MTHF) durant leur passage dans la muqueuse intestinale puis dans le foie. 
 
I. 1. 1. 2. Folates sanguins  
La forme plasmatique est le 5-MTHF monoglutamate. Les folates plasmatiques sont liés à des 
protéines circulantes telle que l’albumine, ou à un transporteur plus spécifique, la Folate 
Binding Protein. Les érythrocytes contiennent des concentrations supérieures à celles 
retrouvées dans le plasma (respectivement : 160 à 640 ng/mL et 5 à 20 ng/mL). 
 
I. 1. 1. 3. Folates cellulaires  
Les folates monoglutamates sont transportés du sang aux tissus par différents mécanismes : 
par endocytose, par des récepteurs de surface cellulaire ou encore par un transporteur des 
folates réduits, le Reduced Folate Carrier (RCF). Ce dernier a, en revanche, peu d’affinité 
pour l’AF. Les folates monoglutamates sont transformés en formes polyglutamates par la 
folylpolyglutamate synthétase. Dans la cellule, leur métabolisme est compartimentalisé dans 
le cytoplasme et la mitochondrie où les unités monocarbonées permettent la synthèse du 
formate, de la glycine et du méthionyl-ARNt (Tibbetts et al., 2010). 
La cellule contrôle l’entrée et la sortie des folates par la « polyglutamylation » (Stover, 2004), 
cette dernière permettant de retenir les folates en limitant leur sortie. Après avoir été 
transportés jusqu’au foie, les folates sont redistribués aux tissus périphériques sous la forme 
de 5-MTHF monoglutamate (Stover, 2004) ou recyclés par un cycle entérohépatique 
(Steinberg et al., 1979).  
 
I. 1. 1. 4. Catabolisme des folates  
Il est estimé que seulement 0,3 à 0,8% du pool de folates est excrété quotidiennement (Ohrvik 
et al., 2011). L’excrétion biliaire des folates est importante mais la plupart sont, néanmoins, 
réabsorbés au niveau de l’intestin grêle (cycle entérohépatique). Une faible proportion se 
retrouve dans les fèces. La présence du produit de dégradation, le para-
aminobenzoylpolyglutamate (pABGn), dans les urines est un bon indicateur du catabolisme 
des folates (Gregory et al., 2001). La première étape de leur catabolisme est le clivage de la 
liaison du carbone 9 et de l’azote 10 des folates polyglutamates intracellulaires, conduisant à 




monoglutamate puis N-acétylés en acétamidobenzoylglutamate au niveau hépatique avant leur 
élimination.  
 
I. 1. 2. La vitamine B12 
La vitamine B12 ou Cobalamine a été découverte en 1948. Sa structure comprend un noyau 
tétrapyrrolique central appelé noyau corrine, qui renferme en son centre un atome de cobalt 
auquel est relié différents groupements permettant de répertorier quatre formes actives de la 
vitamine B12 : la cyanocobalamine, l’hydroxycobalamine, l’adénosylcobalamine et la 
méthylcobalamine. Cette structure comprend également le nucléotide 5,6-
diméthylbenzimidazole dont le groupe imidazole est relié au cobalt et le phosphate à l’un des 
noyaux pyrrols (Figure 2).  
                    
 
Figure 2 : Structure chimique de la cobalamine (vitamine B12) et des différentes formes 
actives. 
 
Chez l’Homme, l’ANC de la vitamine B12 est de 3 µg/j en moyenne (Tableau 2), mais les 
stocks corporels étant très importants (~ 2-4 mg) et stables (notamment du fait du recyclage 
entérohépatique), une déficience nécessite plusieurs années pour s’établir. L’absence ou la 
diminution de la synthèse du facteur intrinsèque (FI), une protéine essentielle à l’absorption 
intestinale de la vitamine B12, est une cause de carence du fait de la malabsorption de la 
vitamine. Une des premières conséquences de ce type de carence est une anémie pernicieuse, 
R = CN ; cyanocobalamine 
R= OH ; hydroxocobalamine 
R = CH3 ; méthylcobalamine 





laquelle est souvent associée à d’autres signes cliniques comme des lésions neurologiques, des 
pertes d’appétit, des défauts de croissance et une faiblesse musculaire. 
 
Tableau 2 : Les ANC de la vitamine B12. 
 
Catégories ANC (µg/j) 
Nourrissons 0,3 à 0,5 
Enfants de 1 à 12 ans 0,7 à 3,0 
Adolescents et adultes 3,0  
Femmes enceintes ou 




D’après l’Agence Nationale de sécurité sanitaire (ANSES), 2012 
http://www.anses.fr/index.htm  
 
I. 1. 2. 1. Absorption intestinale  
Dans les aliments, la vitamine B12 est liée à des protéines et sa biodisponibilité a été évaluée 
à environ 50% des ANC (Shane, 2008). Dans l’estomac, les cobalamines alimentaires sont 
libérées des complexes protéiques grâce à l’action de l’acidité et de la sécrétion gastriques 
(HCl et pepsine), pour ensuite se lier aux protéines R salivaires. Dans le duodénum, l’action 
des protéases pancréatiques permet à nouveau leur libération, avant leur association avec le 
FI, une glycoprotéine synthétisée par les cellules pariétales gastriques sous l’action du bol 
alimentaire. La cubiline est le récepteur du complexe FI-vitamine B12 (FI-B12) indispensable 
à l’absorption physiologique de cette vitamine dans l’iléon. En effet, une fois fixé à son 
récepteur au niveau de l’iléon, le complexe FI-B12 peut traverser la paroi du tube digestif par 
endocytose, entraînant sa dissociation et la dégradation entérocytaire du FI et permettant le 
passage de la vitamine B12 dans le sang. Le processus d’absorption dans l’intestin prendrait 






Figure 3 : Mécanismes d’absorption de la vitamine B12. D’après Le Grusse et al., 1993 
 
I. 1. 2. 2. Vitamine B12 dans le sang  
Dans le sang, elle est sous une forme liée aux transcobalamines (TC) I, II et III. La TC II est 
spécifique de la vitamine B12 tandis que les TC I et III peuvent également lier des molécules 
analogues. Les analogues de la cobalamine sont produits par des microbes via des interactions 
chimiques avec la cobalamine naturelle ou avec ses métabolites. La TC I est aussi appelé 
haptocorrine. Le complexe TC II-cobalamine est appelé holotranscobalamine (HoloTC). Elle 
représente 20-30% de la vitamine B12 et la mesure de sa concentration circulante est utilisée 
pour diagnostiquer une déficience (Fragasso et al., 2012). Le complexe vitamine B12-TC se 
fixe par sa partie protéique à un récepteur membranaire spécifique et pénètre ainsi dans la 
cellule.  
 
I. 1. 2. 3. Vitamine B12 cellulaire  
La partie protéique du complexe B12-TC est dégradée dans le lysosome et la vitamine B12 est 
libérée. Dans le cytosol, la vitamine B12 liée à la TC, qui est sous forme 




méthylcobalamine, le cofacteur de la reméthylation de l’Hcy, soit en 5’-
déoxyadénosylcobalamine au niveau des mitochondries, qui joue un rôle dans la conversion 
du méthylmalonyl-coenzyme A en succinyl-coenzyme A. La réduction en 5’-
déoxyadénosylcobalamine dans la mitochondrie est catalysée par la 
déoxyadénosyltransférase.  
Le principal organe de stockage est le foie qui en contiendrait 2 à 3 mg chez l’Homme. 
 
I. 1. 2. 4. Catabolisme de la vitamine B12  
La principale voie d’élimination de la vitamine B12 est l’excrétion biliaire. Une majeure 
partie de cette excrétion étant toutefois réabsorbée au niveau de l’iléon (cycle entérohépatique 
des cobalamines). Son élimination urinaire est par contre très faible. 
 
I. 1. 3. La choline et la bétaine 
La choline a été reconnue officiellement en 1998 comme un nutriment essentiel par l’Institut 
de Médecine américain (IOM) qui recommande des consommations de 550 mg/j pour les 
hommes et 425 mg/j pour les femmes (Tableau 3) (Food and Nutrition Board, 1998).  
 
Tableau 3 : Les apports nutritionnels conseillés (ANC) et sources alimentaires de la 
choline et de la bétaine.   
Nom ANC* Sources alimentaires 
Choline 500 mg/j 
jaune d'œuf, foie, viande et poisson, 
légumineuses et noix 
Bétaine ND 
poissons, produits de la mer et 
betteraves 
 
* Valeurs moyennes. Les besoins peuvent varier selon l’âge, la taille, le sexe, l’activité 
sportive, les conditions physiologiques (grossesse, allaitement et croissance) et pathologiques 
ND : Non déterminé 
 
La choline et la bétaine, présentes dans l’organisme, proviennent de l’alimentation et de leur 
synthèse de novo dans les tissus (Tableau 3 et Figure 4). La phosphatidylcholine, qui est un 
phospholipide, représente 95% du pool total de choline dans les tissus des mammifères 
(Ueland, 2011). Les 5% restant incluent la choline libre, la phosphocholine, la 




                                        
 
Figure 4 : Structures chimiques de la choline et de la bétaine. 
  
I. 1. 3. 1. Absorption de la choline  
La phosphatidylcholine, apportée par les aliments, est hydrolysée en choline libre par des 
enzymes pancréatiques. Après absorption, celle-ci est transportée jusqu’au foie via la veine 
porte (Buchman, 2009) (Figure 5).  
 
 
Figure 5 : Absorption et métabolisme hépatique de la choline. D’après Buchman et al., 
2009 
 
I. 1. 3. 2. La choline cellulaire :  
Dès son entrée dans les cellules hépatiques et rénales, la choline est soit phosphorylée en 
phosphocholine, soit oxydée en bétaine (Li et al., 2008). Plus précisément, la synthèse de la 
bétaine, un dérivé d’acide aminé, s’effectue dans la mitochondrie et nécessite tout d’abord la 





cet intermédiaire en bétaine par la bétaine aldéhyde déshydrogénase. La bétaine ne peut être 
reconvertie en choline. Elle sert d’osmolyte dans la cellule et de substrat pour la bétaine 
homocystéine méthyltransférase (BHMT) qui peut également catalyser la reméthylation de 
l'Hcy en L-méthionine dans le foie et le rein. 
La synthèse de novo de phosphatidylcholine s’effectue à partir de la 
phosphatidyléthanolamine, via une réaction catalysée par la phosphatidyléthanolamine N-
methyltransférase (PEMT) qui utilise la S-adenosylméthionine (SAM) comme donneur 
intracellulaire de méthyle. La synthèse hépatique de novo de choline constitue une meilleure 
source de choline que l’apport alimentaire (Ueland, 2011). 
L’acétylcholine est synthétisée dans les mitochondries du neurone à partir de 
l’acétylcoenzyme A et de la choline grâce à la choline acétyltransférase. Cependant, la choline 
n’est pas synthétisée dans le système nerveux. De ce fait, son captage est une étape limitante 
de la formation de l’acétylcholine. 
 
I. 2. Sources d’apport en PDM  
Folates (Tableau 4) : Chez l'Homme en bonne santé, les folates sont normalement apportés 
en quantité suffisante par les aliments : par ordre décroissant d’abondance, les légumes verts 
(épinards, salades) et secs (lentilles, haricots), les céréales entières, certains fruits (agrumes, 
fruits rouges), des fromages (surtout ceux de type bleu), les œufs, les levures ou encore les 
abats comme le foie. La cuisson et les différents processus de transformation industriels 




























Tableau 4 : Sources alimentaires des folates. 
D’après l’Agence Nationale de sécurité sanitaire (ANSES), 2012 
http://www.anses.fr/index.htm  
 
Vitamine B12 : Elle est exclusivement présente dans les aliments d’origine animale. On la 
retrouve dans les abats (foie, rognons), la viande (mouton, veau, porc), la volaille, le poisson, 
les crustacés, les produits laitiers, le jaune d’œuf et la levure alimentaire. Différentes espèces 
bactériennes présentes dans le tractus digestif et le rumen, ainsi que les levures, sont capables 
de synthétiser la vitamine B12. En revanche, l’Homme est incapable de synthétiser de novo la 
méthylcobalamine. Ses besoins quotidiens en vitamine B12 (2-4 mg/jour chez l’adulte) sont 
en général bien couverts par ses apports alimentaires. Les réserves corporelles, principalement 
hépatiques, sont suffisantes pour environ 2 ans. 
 
La choline et la bétaine apparaissent disponibles dans une variété d’aliments (Tableau 3). 
Toutefois, les données de la cohorte Framingham montrent qu’elles sont apportées par un 
nombre limité de sources alimentaires (Cho et al., 2006), principalement la viande rouge, la 
volaille, le lait et le jaune d’œuf pour la choline; les épinards, les pâtes et le pain (notamment 
à base de céréales complètes) pour la bétaine. Elles sont aussi présentes dans les noix 
(choline); et dans les mollusques ainsi que la betterave (bétaine) d’où elle est extraite.  
 
 
Produits animaux Produits végétaux µg/100 g 
levure  3900 
foie de volaille et foie gras  500-700 
 
haricot blanc, farine de soja, 
germes de blé 
250-350 
 
lentilles, cresson, cerfeuil, 
épinard, pissenlit 
180-250 
pâté de campagne, brie, 
fromage de chèvre, jaune 
d'œuf cru 
persil frais, mâche, noix, 
céréales au son 
130-170 
 
noisette, pistache, melon, 
cacahuète, pois chiche cuit 
100-110 
rognon de bœuf, de veau, 
d’agneaux cuits 




agrumes, kiwi, fruits rouges, 





I. 3. Rôles physiologiques des PDM 
I. 3. 1. Le cycle de l’homocystéine et de la méthionine 
Les folates, la vitamine B12 et la bétaine/choline ont différents rôles dans l’organisme. 
Toutefois, ces trois molécules participent ensemble à la reméthylation de l’Hcy en méthionine 
dans le cycle des unités monocarbonées, comme décrit ci-après. 
 
I. 3. 1. 1. L’homocystéine  
L’Hcy est un acide aminé soufré, porteur d’un groupement thiol réducteur (HS-CH2-CH2-
CH(NH2)COOH). L’Hcy n’est pas incorporé à la séquence primaire des protéines 
contrairement à la méthionine, un autre acide aminé soufré qui lui est indispensable et dont la 
déficience perturbe la synthèse protéique et entraîne la mort cellulaire. L’Hcy est le substrat 
de la voie de reméthylation de la méthionine (Figure 6).  
 
 
Figure 6 : Reméthylation de l’homocystéine en méthionine. 
 
L’étude SUpplémentation en VItamines et Minéraux Anti-oXydants (SU.VI.MAX) réalisée 
sur un échantillon de 2070 sujets sains a estimé que la concentration moyenne de l’Hcy totale 
(tHcy) plasmatique dans la population était de 9 µM chez la femme et de 11 µM chez 
l’homme (Mennen et al., 2002).  
Dans le plasma, l’Hcy n’existe qu’en faible proportion sous sa forme réduite (-SH) libre (1-
2% de la tHcy) (Refsum et al., 2004). Par contre, 75 à 80% de la tHcy circulent sous une 
forme liée à des résidus cystéinyls de l’albumine par des ponts disulfures, les ~ 20% restants 











Figure 7 : Les différentes formes d’homocystéine retrouvées dans le plasma. D’après 
Refsum et al., 2004 
 
I. 3. 1. 2. La reméthylation de l’homocystéine 
Elle assure la conversion de l’Hcy en méthionine constituant sa voie métabolique principale 
dans l’ensemble des tissus de l’organisme. Entre 50 et 80% de l’Hcy générée à partir de la 
voie de transméthylation seraient reméthylées dépendamment du contenu en protéines 
(méthionine) et en choline du régime alimentaire (Cf. § I.3.2. p19). 
 
 L’Hcy peut être convertie en méthionine grâce à l’action de différentes enzymes : (Figure 8) 
La méthionine synthétase (MS) :  
Elle permet le transfert d’un méthyle du 5-MTHF à l’Hcy pour former la méthionine, avec 
libération de THF (Ohrvik et al., 2011). La forme méthylée de la vitamine B12, la 
méthylcobalamine, est impliquée dans la réaction comme coenzyme de la MS. Le cycle des 
folates est donc lié au métabolisme des acides aminés soufrés. Il contribue notamment à la 
conversion de l’AF en 5-MTHF via différentes étapes avec le THF comme intermédiaire. Les 
2 dernières réactions mettent en jeu la sérine hydroxyméthyltransférase (SHMT) et la N5,10-
méthylèneTHF réductase (MTHFR) dont les cofacteurs sont respectivement le phosphate de 
pyridoxal (vitamine B6) et la flavine adénine dinucléotide réduite, FADH2 (vitamine B2). 



















La BHMT :  
Cette enzyme peut aussi transférer un méthyle à l’Hcy par déméthylation de la bétaine, un 
métabolite de la choline. La BHMT n’est toutefois exprimée significativement que dans les 
cellules hépatiques et rénales. En cas de déficience en folates, la voie de la BHMT permet une 
synthèse de méthionine afin de maintenir un niveau suffisant de SAM dans ces tissus. 
 
I. 3. 1. 3. La transméthylation de la méthionine 
La méthionine est activée en SAM par la méthionine adénosyltransférase (MAT). La SAM est 
le donneur de méthyles de la plupart des réactions de méthylation intracellulaires, sur des 
substrats accepteurs tels que l’ADN, l’ARN ou encore des neurotransmetteurs. Au cours de 
ces réactions, la SAM est transformée en S-adénosylhomocystéine (SAH), laquelle est ensuite 
hydrolysée en Hcy et adénosine par la SAH hydrolase (SAHH). L’hydrolyse de la SAH est 
une réaction réversible. 
Les études de la régulation du métabolisme de l’Hcy ont montré que l’orientation des flux 
d’Hcy vers la voie de la reméthylation ou de la transsulfuration (Cf. § I.3.2. p19) est sous le 
contrôle des concentrations cellulaires de méthionine et SAM disponibles. 
 
I. 3. 1. 4. La transsulfuration de l’Hcy 
Cette voie qui existe principalement au niveau du foie permet le catabolisme intracellulaire de 
l’Hcy (Mato et al., 2008). La première étape est catalysée par la cystathionine-β-synthase 
(CBS) en générant la cystathionine à partir de l’Hcy et de la sérine. Au cours de la seconde 
étape, la cystathionine est scindée en cystéine, un précurseur du glutathion, par l’action de la 
cystathionine-γ−lyase. La vitamine B6, sous sa forme activée du phosphate de pyridoxal, est 
le coenzyme de ces 2 réactions. Ces 2 enzymes ont également la possibilité de générer de 
















I. 3. 2. Régulation nutritionnelle du cycle de l’Hcy et de la méthionine. 
La méthionine est un acide aminé dit « essentiel ». Toutefois, le cycle de l’Hcy-méthionine 
permet, en plus de l’alimentation, de synthétiser de la méthionine dès lors que l’organisme en 
a besoin. La SAM est synthétisée à partir de méthionine et d’ATP par la MAT dont il existe 3 
isoformes : MAT I, II et III. Elle constitue le substrat d’une variété de méthyltransférases 
telles que les ADN méthyltransférases et les histones méthyltransférases. Le rapport 
SAM/SAH est fréquemment utilisé comme indicateur de la capacité de méthylation. 
 
Avec une alimentation normale et équilibrée, le métabolisme de l’Hcy chez des sujets sains se 
divise équitablement entre les voies de transsulfuration et de reméthylation. Lorsque l’apport 
en méthionine est normal, la molécule d’Hcy est recyclée environ deux fois par la voie de 
reméthylation avant d’être catabolisée par la voie de transsulfuration (Guilland et al., 2003a, 
b). Lorsque l’apport en méthionine augmente, l’Hcy se dirige vers la voie de transsulfuration. 
L’organisme a donc la capacité d’adapter l’utilisation de l’Hcy en fonction de l’apport en 
méthionine. Ceci implique l’existence d’une régulation commune aux deux voies. Elle se fait 
par la SAM qui, en fonction de sa concentration, peut inhiber ou non la MTHFR, orientant 
ainsi l’Hcy vers la voie de transsulfuration ou de reméthylation. Lorsque l’apport en 
méthionine est élevé, il va en résulter une augmentation de la concentration intracellulaire de 
SAM ce qui inhibe la MTHFR et active la CBS et donc la transsulfuration (Mato et al., 2008). 
À l’opposé, lorsque l’apport en méthionine est faible, la concentration en SAM n’est pas 
suffisante pour inhiber la MTHFR (Fenech, 2012). La voie de reméthylation est alors 
favorisée et la CBS n’est pas stimulée. 
 
I. 3. 3. Autres rôles des PDM  
I. 3. 3. 1. Les folates 
Outre leur rôle central dans la reméthylation de l’Hcy en méthionine, les folates sont des 
transporteurs d’unités monocarbonées essentiels à la réplication de l'ADN et la multiplication 
cellulaire, via la conversion du THF (Figure 9) : 
en 5,10-méthylène-THF catalysée par la SHMT avec la sérine comme donneur de méthyle. Le 
5,10-méthylène-THF peut être utilisé par la thymidylate synthase (TS) pour la synthèse de 




(dUMP). L’autre produit de la réaction est le dihydrofolate (DHF) qui peut être régénéré en 
THF par la DHFR;  
en 10-formyl-THF (10-CHO-THF) utilisé comme donneur de groupements monocarbonés 






Figure 9 : Implication des folates dans différentes réactions métaboliques. Adapté de 
Koury et al., 2004 
 
I. 3. 3. 2. La vitamine B12 
En plus du rôle de la méthylcobalamine comme coenzyme de la MS, la vitamine B12 est 
cofacteur de la réaction catalysée par la méthylmalonyl CoA mutase mitochondriale sous la 
forme de 5-déoxyadénosylcobalamine. Cette réaction permet la conversion de l’acide 
méthylmalonique (MMA) en succinyl-CoA. Il a été montré qu’une augmentation de la 
concentration circulante du MMA est révélatrice d’une déficience en vitamine B12 (Bailey et 
al., 2011). Le succinyl-CoA participe au cycle de Krebs et est essentiel à la synthèse de 
l’hémoglobine ainsi qu’au métabolisme des lipides et des protéines. 
La vitamine B12 est donc indispensable à la multiplication cellulaire, plus particulièrement 
pour les cellules à renouvellement rapide comme les cellules hématopoïétiques (à l’origine de 
Synthèse des purines 
Méthylation de l’ADN 




toutes les cellules sanguines : globules rouges ou érythrocytes, globules blancs ou leucocytes 
et plaquettes). La déficience en vitamine B12 de même qu’en folates, entraîne l’apparition 
d’une anémie mégaloblastique caractérisée par l’altération de la synthèse d’ADN dans les 
cellules érythropoïétiques (Cf. encadré : « anémie mégaloblastique »*).  
 
*L’anémie mégaloblastique : L’érythropoïèse est le processus permettant la formation de 
nouveaux érythrocytes. Les folates, ainsi que la vitamine B12, contribuent à la synthèse de 
l’ADN nécessaire à la prolifération et la différenciation des érythroblastes (Koury and Ponka 
2004) . Lorsque les purines et pyrimidines constitutives des acides nucléiques sont en quantité 
insuffisante, ces cellules ne peuvent plus se diviser mais continuent à grossir. Une carence en 
folates peut ainsi contribuer à la génération de cellules mégaloblastiques contenant un ADN 
partiellement fragmenté, et 2 fois plus abondant que la normale. Dans ce cas, la synthèse de 
thymidylate est altérée et contribue à une incorporation anormale d’uracile dans l’ADN. La 
carence en vitamine B12 résulte en une anémie mégaloblastique similaire, dénommée anémie 
pernicieuse de Biermer. Elle est plus fréquente chez la personne âgée car elle s’installe très 
progressivement dans le temps du fait de la grande réserve corporelle de vitamine B12. Une 
des causes de cette maladie est la malabsorption de la vitamine du fait d’un défaut de 
production du facteur intrinsèque (FI). Ses effets sont similaires à ceux de l’anémie causée par 
une déficience en folates. Ceci s’explique par l’interrelation existante entre les folates et la 
méthylcobalamine au niveau de la reméthylation de la méthionine. 
 
I. 3. 3. 3. La choline 
La choline est aussi le constituant de base de la sphingomyéline, de la phosphatidylcholine et 
de l'ACh. Ce dernier est un neurotransmetteur important dans le processus de la mémoire et le 
contrôle de l’activité musculaire par le système nerveux périphérique. La phosphatidylcholine 







II. DEFICIENCE EN PRECURSEURS DE METHYLES ET 
HYPERHOMOCYSTEINEMIE (HHcy) 
 
Les origines des déficiences en PDM sont diverses. Elles peuvent être dues à des apports 
alimentaires insuffisants ou à de besoins plus élevés en PDM, par ex. lors de la grossesse. 
Elles peuvent aussi être induites par la consommation d’alcool et de tabac, ainsi que la prise 
de certains médicaments. Elles sont détectables par le biais de la mesure de marqueurs 
spécifiques, tel le 5-MTHF plasmatique ou indirectement par l’homocystéinémie.  
 
II. 1. La déficience en PDM 
II. 1. 1. Les origines de la déficience en PDM  
Les folates et la cobalamine sont des vitamines; elles sont donc indispensables à la vie et 
doivent être apportées par l’alimentation.  
Pour rappel, la vitamine B12 est retrouvée seulement dans les aliments d’origine animale. Son 
apport est donc directement dépendant de la consommation de viandes, laitages, œufs 
poissons, fromages, etc. Ainsi, les personnes consommant des régimes végétariens (exclusion 
de toutes chairs animales : viande, poisson, crustacés), végétaliens (exclusion des chairs et des 
produits animaux : œuf, lait..) ou pauvres en viandes ont un risque accru de déficience en cette 
vitamine. Cette vitamine étant réabsorbée via la circulation entérohépatique, il faudrait 20 à 
30 ans pour en épuiser les réserves après passage à un régime végétarien (Herbert, 1994). De 
ce fait, l’insuffisance de l’apport alimentaire est rarement la cause de déficience en 
cobalamine. En revanche, certains groupes de population ont un risque plus élevé de 
développer une carence. Ainsi, le foie des nouveaux nés ne contiendrait que 25 à 30 µg de 
vitamine B12 (Allen, 2009). Les enfants nés de mères déficientes ont donc un risque 
important d’être eux aussi déficients (Koc et al., 2006). Chez la personne âgée, l'apport 
alimentaire en vitamine B12 est souvent insuffisant et les problèmes de malabsorption 
intestinale liée à l’âge contribuent à augmenter le risque de déficience (Figure 10) (Andres et 
al., 2008). Une des causes de malabsorption de la vitamine B12 est le déficit en FI ou 
l’achlorhydrie gastrique (absence d’acide chlorhydrique, essentiel pour la digestion, dans le 
liquide gastrique). Des patients ayant un défaut de production du FI, retrouvé dans le cas de la 
maladie de Biermer, ne peuvent absorber la vitamine B12 (Banka et al., 2011). Dans ce cas, la 
déficience peut s’installer très rapidement en 1 à 3 ans (Herbert, 1994). Les infections 




pathologies gastriques (ulcères, reflux gastroesophagique), peuvent également altérer le statut 
en vitamine B12 (Allen, 2008). La méta-analyse de Lahner et al. (2012), regroupant 14 études 
de patients porteurs de Helicobacter pylori, a montré que les infections par cette bactérie sont 
associées à des concentrations plasmatiques de cobalamine faibles et que leur traitement 
améliore significativement le statut en cobalamine (Lahner et al., 2012). En revanche, la 
même étude indiquait que le traitement n’affectait pas le statut en folates des patients malgré 
un niveau en dessous de la normale du fait de l’infection.  
Des déficiences nutritionnelles en folates sont observées chez des personnes consommant 
insuffisamment des fruits et légumes ou encore chez des personnes dont les besoins sont 
augmentés. C’est notamment pour cette dernière raison que les ANC en folates ont été relevés 
à 400 µg/j chez la femme enceinte. Une supplémentation en AF est recommandée le plus 
précocement pendant la grossesse, voire même avant le début de la grossesse envisagée, afin 
de réduire les risques de malformations congénitales chez le fœtus (Cf. § II.3.1. p28).  
Les déficiences en vitamines B12 ou B9 peuvent aussi être d’origine génétique. Des 
polymorphismes ont été mis en évidence pour le gène codant pour le transporteur, la TC II. 
Ainsi, le polymorphisme 776C→G de la TC II (substitution d’un résidu proline par une 
arginine au niveau du codon 259) a été associé au statut en vitamine B12 : les individus 
homozygotes CC pour ce gène ont des concentrations circulantes de vitamines B12 plus 
faibles que les hétérozygotes CG et les homozygotes GG (Stanislawska-Sachadyn et al., 
2010). Ce polymorphisme est aussi associé à une augmentation de la concentration 
plasmatique de MMA d’après une étude réalisée dans une population de personnes âgées 
(Miller et al., 2002). Cependant, une autre étude portant sur plus de 10000 hommes et femmes 
âgés en moyenne de 56 ans ne montrait aucune corrélation entre ce polymorphisme et les 
niveaux circulants de MMA mais montrait, en revanche, une association avec le 
polymorphisme TC II 67A→G (substitution d’une isoleucine par une valine au niveau du 
codon 23) (Fredriksen et al., 2007).  
Concernant les folates, 2 variants alléliques sont relativement fréquents dans la population 
générale dans le cas des polymorphismes C677T et A1298C de la MTHFR. Le premier 
polymorphisme qui est le plus commun, provient de la substitution de la cytosine en position 
677 par une thymidine. Cette mutation se traduit par le remplacement d’une valine par une 
alanine dans la structure protéique de l’enzyme, avec comme conséquence une diminution de 
l’activité MTHFR. La fréquence du variant homozygote est variable, allant de  0 à 2% chez 




population caucasienne, et à plus de 20% chez les italiens du Nord. Ces polymorphismes 
altèrent l’activité de la MTHFR, surtout chez les homozygotes. Il en résulte une diminution de 
la disponibilité cellulaire du 5-MTHF qui est accentuée lorsque les apports alimentaires en 
folates sont insuffisants. Un polymorphisme (C1561T) a également été mis en évidence pour 
le gène codant la ptéroylglutamate hydrolase (qui catalyse l’hydrolyse des folates 
polyglutamates) : il se traduit par une réduction de l’activité de cette enzyme in vitro, mais 
son impact serait limité car il ne semble être présent que chez 0,5% de la population générale 
(Allen, 2008). Le statut en folates peut aussi être altéré par d’autres facteurs liés au mode de 
vie, comme la consommation d’alcool et de tabac. 
Très rare, la carence en choline peut survenir chez des personnes alimentées par voie 
parentérale pendant de longues périodes (Buchman, 2009). C’est pourquoi elle est ajoutée aux 
solutions ainsi administrées. 
 
HCl : acide chlorydrique, IPP : inhibiteur de la pompe à protons, FI : facteur intrinsèque 
 
Figure 10 : Les causes de carence en B12 aux différentes étapes du métabolisme de la 





II. 1. 2. Conséquences de la carence en PDM : l’hyperhomocystéinémie 
Les PDM intervenant dans la reméthylation de l’Hcy en méthionine, une déficience en PDM 
altère cette voie et entraîne une augmentation de la production d’Hcy. Cette dernière, 
synthétisée dans la cellule, est rapidement exportée dans la circulation sanguine, ce qui 
provoque une augmentation de la concentration d’Hcy plasmatique donnant naissance à un 
état d’hyperhomocystéinémie (HHcy). L’HHcy est définie par une concentration de tHcy dans 
le plasma supérieure à 15 µM. On distingue l’HHcy modérée (15 < [tHcy] ≤ 30 µM) de ses 
formes intermédiaires (31 < [tHcy] ≤ 100 µM) et sévères ([tHcy] > 100 µM). La prévalence 
de l’HHcy varie entre 5 et 20% dans la population générale (Hornberger, 1998). 
La déficience en vitamine B12 est aussi associée à une HHcy (Satyanarayana et al., 2011). La 
choline et la bétaine alimentaires contribuent également à la régulation de l’homocystéinémie 
(Lee et al., 2010). Il a été notamment montré qu’une déficience nutritionnelle en choline chez 
la souris entraîne une HHcy modérée (da Costa et al., 2005). De plus, une augmentation de 
leur apport peut diminuer jusqu’à la normale, la concentration plasmatique d’Hcy, 
indépendamment des autres déterminants vitaminiques. 
 
Autres causes d’hyperhomocystéinémie:  
Des prédispositions génétiques affectant le métabolisme des PDM peuvent conduire à une 
HHcy. Il existe en effet des polymorphismes de gènes codant pour des enzymes du cycle des 
folates et de la reméthylation de l’Hcy (Garcia-Pinilla et al., 2007). Ils sont la conséquence de 
mutations uniques de type « single nucleotide polymorphism » ou SNP : 
Le polymorphisme C677T de MTHFR diminue la disponibilité du 5-MTHF pour la 
reméthylation de l’Hcy (Narayanan et al., 2004). En diminuant la disponibilité cellulaire des 
folates, le polymorphisme de la MTHFR peut générer une HHcy modérée ou intermédiaire 
particulièrement lorsque les apports en cette vitamine sont insuffisants.  
Par ailleurs, en bloquant le catabolisme de l’Hcy par la voie de transsulfuration, des 
polymorphismes du gène codant pour la CBS peuvent être à l’origine de concentrations d’Hcy 
supérieures à 100 µM dans le plasma des patients homozygotes (Kraus et al., 1999; 
Yamanishi et al., 2006). Environ une soixantaine de mutations différentes ont été décrites 
dont les plus communes sont la T833C et la G919A. La maladie génétique rare associée aux 
polymorphismes, connue depuis 1962, se nomme homocystinurie (accumulation de l’Hcy 




spontané des cristallins), des occlusions vasculaires, une ostéoporose et des altérations 
neurologiques (Yamanishi et al., 2006).  
Des polymorphismes tel que le P1173L, du gène codant pour la MS peuvent aussi 
induire une HHcy via une diminution de la capacité de reméthylation de l’Hcy en méthionine 
(Watkins et al., 2002).  
Cependant il a été aussi démontré que certaines mutations n’altèrent pas le statut en Hcy et 
pourraient même être associées avec des concentrations basses d’Hcy, tel que le 
polymorphisme A2756G de la MS (Yakub et al., 2012). 
Certaines pathologies (insuffisance rénale, plusieurs types de cancers), de même que la 
consommation de médicaments que l’on pourrait qualifier d’« antifoliques » (agissant sur un 
des paramètres clé de la voie des folates) peuvent également contribuer à augmenter la 
concentration circulante de tHcy (Nygard et al., 1995; Haagsma et al., 1999). Par exemple, le 
méthotrexate, un inhibiteur de la DHFR, entraîne une diminution de la quantité de THF 
disponible et donc altère la voie de reméthylation de l’Hcy en méthionine (Haagsma et al., 
1999).  
Enfin, l’homocystéinémie est plus élevée chez les hommes que chez les femmes et elle 
augmente avec l’âge (Das et al., 2010). Ces différences seraient liées au type d’alimentation 
notamment à travers son influence sur le statut vitaminique, ainsi qu’au style de vie. Une 
activité physique régulière a ainsi été associée à une concentration d’Hcy faible (Refsum et 
al., 2006). Cependant des études récentes montrent que des activités de courte durée (30 min) 
ou prolongées (8h/semaine) ne modifient pas les concentrations d’Hcy plasmatiques chez des 
sportifs (Di Santolo et al., 2009; Venta et al., 2009). Enfin, une HHcy peut également survenir 
en conséquence de certains modes de vie, ex : consommations excessives d’alcool, de tabac 
ou encore de café (Nygard et al., 1998; Nurk et al., 2004). 
 
II. 2. Prévalence dans la population (groupes à risque de déficience) 
La prévalence est définie par le nombre de cas de maladies ou de personnes malades existant 
ou survenant dans une population déterminée, sans distinction entre les cas nouveaux et les 
cas anciens, soit à un moment précis, soit au cours d’une période donnée. 
Les paramètres les plus couramment utilisés pour évaluer les statuts en folates et vitamine 
B12 sont leurs concentrations sériques ou plasmatiques, érythrocytaires ou encore sanguines 
(Yetley et al., 2011). Cependant, les méthodes de dosage de ces composés n’étant pas 




ont récemment montré que les concentrations de folates plasmatiques et érythrocytaires 
nécessitaient d’être ajustées du fait des différentes méthodes de mesures utilisées et donc 
difficilement comparables d’une étude à l’autre (Pfeiffer et al., 2012).  
En France, l’Etude Nationale Nutrition Santé (ENNS) de 2006-2007 a montré que la 
prévalence du déficit en folates plasmatiques (< 3,0 ng/mL) s’élevait en moyenne à 6% chez 
les hommes et les femmes de 18 à 74 ans. Elle semble diminuer avec l’âge puisqu’elle est de 
1,9% chez les hommes de 55-74 ans et de 2,1% chez les femmes ménopausées (Figure 11) 
(Institut de Veille Sanitaire, 2006). Ces résultats peuvent être mis en parallèle avec 
l’augmentation de la consommation de fruits et légumes avec l’âge (Figure 12). Les besoins 
sont augmentés au cours de la grossesse et de l’allaitement. Or, 6,8% des femmes françaises 
en âge de procréer seraient déficientes en ces vitamines. Ces taux varient d’un pays à l’autre : 
une étude portant sur 470 femmes Libanaises âgées de 15 à 45 ans montre que 25,1% sont 
déficientes en folates, 39,4% en vitamine B12 et 12,6% à la fois en folates et en vitamine B12 
(Al Khatib et al., 2006) alors que 40% des femmes en âge de procréer en Turquie seraient 
déficientes en vitamine B12 (Milman, 2011).  
 
Figure 11 : Taux de déficience en folates dans différents groupes d’âges chez les hommes 
et les femmes (estimés sur la base de la concentration plasmatique en folates). D’après 





Figure 12 : Distribution des hommes et des femmes de 18-74 ans selon la fréquence 
quotidienne moyenne de consommation de fruits et légumes et l’âge. D’après l’Institut de 
Veille Sanitaire, Etude Nationale Nutrition Santé, 2006 
Une étude récente du réseau d’excellence EURRECA (EURopean micronutrient 
RECommendations Aligned), en charge de développer des méthodologies afin de normaliser 
les processus d'établissement des recommandations en micronutriments, a estimé qu’en 
moyenne 10% (variation de 2,7 à 36,6%) de la population Européenne aurait des apports 
insuffisants en vitamine B12. Ce niveau est évalué entre 15 et 30% pour les folates. Ces 
données se basent sur 11 études européennes réalisées dans différents pays (ne comprenant 
pas la France) et sur des populations adultes (19-64 ans) ou âgées (> 64 ans). Elles soulignent 
que la déficience en folates ou en vitamine B12 est similaire dans les populations adultes ou 
âgées (Roman Vinas et al., 2011). Cependant, la déficience en vitamine B12 serait sous-
estimée et sous diagnostiquée chez les personnes âgées. Une étude transversale, réalisée en 
Finlande, a porté spécifiquement sur la prévalence du déficit en vitamine B12 chez 1048 
sujets des deux sexes, âgés de 65 à 100 ans. Le déficit était déjà connu chez 27 (2,6%) des 
participants. La mesure simultanée de plusieurs paramètres, à savoir des concentrations de 
vitamine B12 sérique totale < 150 pM ou comprise entre 150 et 250 pM, d’HoloTC < 37 mM 
et d’Hcy > 15 µM, a révélé une prévalence du déficit atteignant 12% (Loikas et al., 2007). 
Ainsi, dans cette population, 78% des sujets avec une déficience en vitamine B12 n’avaient 
pas été diagnostiqués. Comme indiqué précédemment, la malabsorption de la cobalamine 




fait de l’hypochlorhydrie gastrique. La déficience est encore plus fréquente chez les personnes 
âgées hospitalisées où elle est alors estimée entre 30 et 40% (van Asselt et al., 2000). 
Le régime alimentaire est un déterminant important du risque de déficience vitaminique, 
particulièrement en folates et en vitamine B12. Par exemple, une étude a révélé qu’en 
Angleterre, les concentrations sériques en vitamine B12 d’hommes végétaliens sont, 
respectivement, 33% et 57% inférieures à celles d’hommes végétariens et omnivores. Ceci 
alors que les apports en folates étaient proches des recommandations (estimées à 200 µg/j) 
chez 96% des omnivores, 99% des végétariens et 98% des végétaliens et que seulement 1% 
des omnivores étudiés présentaient une déficience en folates (0% chez les végétariens et 
végétaliens) (Gilsing et al., 2010).  
Concernant la choline, 20 à 25% des Américains consommeraient des quantités inférieures 
aux recommandations (entre 450 et 550 mg/j) (Food and Nutrition Board, 1998). La 
“Framingham Offspring Cohort” a estimé que les apports moyens étaient de seulement 312 
mg/j pour les hommes et 314 mg/j pour les femmes (Cho et al., 2006). L’étude 
Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) a rapporté des résultats similaires avec toutefois 
des différences entre les sexes, soit 322 mg/j pour les hommes et 287 mg/j pour les femmes 
(Bidulescu et al., 2009).  
 
II. 3.  Pathologies liées à la déficience en PDM  
II. 3. 1. Anomalies de fermeture du tube neural (AFTN)  
Le tube neural se ferme normalement entre le 20ème et le 28ème jour après la conception. Les 
anomalies de fermeture du tube neural (AFTN) sont des anomalies congénitales fréquentes : 
leur prévalence en France est estimée à 1/1000 grossesses. Les plus fréquentes sont le spina 
bifida et l’anencéphalie (Figure 13).  
 




Contrairement au spina bifida, l’anencéphalie est mortelle et entraîne souvent un avortement 
spontané. Aujourd’hui il est bien démontré qu’une déficience en folates au cours de la 
grossesse augmente significativement le risque d’AFTN chez le fœtus (Smithells et al., 1976). 
De même, des concentrations plasmatiques faibles en vitamine B12 ont été rapportées chez 
les mères d’enfants atteints d’AFTN (Molloy et al., 2008). De plus, des facteurs génétiques, 
nutritionnels et environnementaux joueraient un rôle dans le développement de cette 
pathologie (Blom et al., 2006). Ce n’est que récemment qu’une association a été montrée 
entre une diminution de la biodisponibilité fœtale de la choline et la survenue d’AFTN chez la 
souris et l’Homme (Fisher et al., 2002; Shaw et al., 2004). Durant la grossesse, d’importantes 
quantités de choline sont délivrées au fœtus à travers le placenta. Les concentrations de 
choline du fœtus seraient ainsi très supérieures à celles de la mère et diminueraient dès la 
naissance pour atteindre rapidement chez le nouveau-né des concentrations similaires à celle 
de l’adulte (Ueland, 2011). Comme pour les folates, une déficience en choline pourrait 
affecter la méthylation globale de l’ADN, ainsi que l’équilibre prolifération/apoptose des 
cellules souches du cerveau (Zeisel, 2006). 
L’effet préventif des folates sur les AFTN est aujourd’hui bien montré. Par exemple, une 
étude randomisée, en double aveugle a montré qu’une supplémentation maternelle de 4 mg/j 
d’AF durant la période péri-conceptionelle permet de diminuer par 3 le risque de récidive 
d’une AFTN chez le fœtus (Vitamin Study Research Group, 1991). Plus largement, une méta-
analyse a associé la supplémentation et l’enrichissement des aliments en AF avec une 
diminution de 35 à 75% du risque de survenue d’une AFTN (Blencowe et al., 2010). Ce 
résultat a confirmé les observations d’un grand nombre d’études antérieures, à l’origine de la 
politique d’enrichissement d’aliments en AF qui a été décidée dans certains pays (Cf. § II.4. 
p30).  
II. 3. 2. La stéatose hépatique 
La stéatose hépatique est une pathologie caractérisée par l’accumulation de lipides dans les 
hépatocytes. Elle est souvent retrouvée chez les personnes diabétiques, obèses ou encore 
alcooliques. Le métabolisme des unités monocarbonées jouerait un rôle important dans cette 
pathologie. Des modèles nutritionnels de stéatose hépatique existent chez l’animal nourri avec 
un régime carencé en PDM et enrichi en méthionine (Shinohara et al., 2010). Par exemple, 
des souris nourries avec un régime carencé en folates peuvent développer une stéatose et 




diminution significative de la concentration hépatique en bétaine (Christensen et al., 2010). 
Une carence en choline ou bétaine conduirait également à une stéatose en diminuant la 
synthèse de la phosphatidylcholine présente dans les lipoprotéines de très faible densité 
(VLDL) dont le rôle est de transporter les lipides du foie (Polyzos et al., 2012). L’alcoolisme 
chronique est connu depuis longtemps pour compromettre la disponibilité des vitamines 
impliquées dans le métabolisme des unités monocarbonées, ce qui pourrait expliquer le 
développement de stéatose au cours de cette pathologie (Tsuchiya et al., 2012). Une étude des 
effets d’un régime enrichi en éthanol chez la souris et le rat montre une HHcy plasmatique 
présente seulement chez les souris et une accumulation hépatique de lipides dans les deux 
espèces animales (Shinohara et al., 2010). Par contre, une étude récente (2012) a montré que 
des sujets avec une stéatose hépatique non alcoolique présentaient des concentrations 
diminuées d’Hcy sérique pouvant entraîner une réduction de la synthèse du glutathion par la 
voie de transsulfuration (Polyzos et al., 2012). Ceci altérerait la capacité anti-oxydante des 
cellules, favorisant un déséquilibre de l’état redox pro-oxydant et augmentant in fine la 
sévérité de la pathologie hépatique. Enfin, un traitement avec la SAM, les folates ou la bétaine 
atténuerait les lésions du foie, possiblement via un effet protecteur passant par une réduction 
du stress oxydant, de l’inflammation et de l’apoptose (Purohit et al., 2007).  
 
II. 3. 3. Autres pathologies 
 
La trisomie 21 ou syndrome de Down est une pathologie dont le point de départ est un défaut 
de séparation durant la méiose du chromosome 21, aboutissant à un chromosome 
surnuméraire. Cet événement d’origine maternelle dans 95% des cas, est l’anomalie 
chromosomique la plus fréquente avec une incidence de 1/700 à 1/1000 nouveaux nés et la 
première cause de retard mental. L’augmentation du risque de trisomie 21 pourrait être liée à 
des polymorphismes des gènes codant pour les enzymes du cycle de la méthionine et de 
l’Hcy. L’altération du cycle de la méthionine et l’Hcy peut concerner d’une part le sujet 
trisomique lui-même et d’autre part sa mère. La présence en triple exemplaire du gène de la 
CBS, localisé dans le chromosome 21 conduit, chez le trisomique, à une diminution de 
l’activité de la MS, avec comme conséquences une diminution de (i) la conversion du 5-
MTHF en THF, la forme active des folates nécessaire à la synthèse nucléotidique de novo et 
(ii) la concentration de SAM suggérant une réduction de la capacité de méthylation cellulaire 




métabolisme des unités monocarbonées pourraient aussi augmenter le risque de trisomie 21 
chez l’enfant (Thompson et al., 2009). Ce risque serait par exemple augmenté de 2,6 fois 
lorsque la mère est hétérozygote (CT) pour le polymorphisme C677T du gène MTHFR 
relativement aux mères homozygotes CC (James et al., 1999; Sheth et al., 2003).  
 
Pathologies neurologiques : Quatre cent millions de personnes souffriraient de pathologies 
neurologiques et de désordres mentaux dans le monde (Stanger et al., 2009). Les groupements 
monocarbonés sont indispensables au bon fonctionnement cérébral puisqu’ils permettent la 
synthèse de certains neurotransmetteurs, principalement la noradrénaline, la sérotonine et la 
dopamine. Ils jouent un rôle dans le contrôle des mouvements et l'apprentissage, l'attention, le 
sommeil, la douleur et les émotions. Parmi les maladies neurodégénératives associées aux 
PDM et à l’HHcy, on peut citer la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Diaz-
Arrastia, 2000; Faux et al., 2011).  
 
Cancers : La déficience en PDM jouerait un rôle dans le développement de nombreux 
cancers : colorectal, pulmonaire, du col de l’utérus, de l’estomac, du foie ou encore 
mammaire (Duthie, 2011). Les principaux mécanismes impliqués se situent au niveau de la 
méthylation des gènes, de l’incorporation anormale d’uracile dans l’ADN et de défauts de 


















II. 4. Effets des politiques d’enrichissement alimentaire sur l’homocystéinémie 
En janvier 1998, la Federal Drug Administration (FDA) a imposé l’enrichissement en AF de 
tous les aliments céréaliers aux Etats-Unis afin d’améliorer le statut en folates des femmes en 
âge de procréer. Le but premier était, en effet, de réduire la prévalence des AFTN chez le 
nouveau-né. Aujourd’hui plus de 60 pays pratiquent l’enrichissement des farines en AF et/ou 
en fer (Figure 14) (Jagerstad, 2012).  
 
 
Figure 14 : Le statut « d’enrichissement des farines » en fer et/ou acide folique (AF) des 
différents pays en 2012. Les pays qui ont mis en œuvre l’enrichissement en AF obligatoire 
sont sur le continent américain et en Australie (bleu foncé), mais également de nombreux pays 
d'Afrique et du Moyen-Orient. La carte indique également les pays qui envisagent de rendre 











Différentes études ont déterminé l’impact de cette politique d’enrichissement dans la 
population américaine mais aussi dans d’autres pays comme le Canada qui ont également mis 
en place cette réglementation. La comparaison des résultats des études National Health and 
Nutrition Examination Survey (NHANES) avant et après le début de l’enrichissement des 
farines (en moyenne 1,4 mg d’AF/kg) chez respectivement 9919 et 2121 sujets, a montré une 
augmentation significative des apports en folates, indépendamment de l’âge ou du sexe. Cette 
augmentation s’élevait en moyenne à 28%, les apports totaux passant de 275 à 351 µg/j 
(Dietrich et al., 2005). Par la suite, les données de NHANES 2003-2006 regroupant 8258 
volontaires des deux sexes, âgés de plus de 19 ans, ont montré que l’enrichissement des 
produits céréaliers, parfois associé à une supplémentation en AF, augmentait les 
concentrations sériques et érythrocytaires en folates des individus. Ces dernières seraient 
significativement liées à une diminution de l’homocystéinémie et à une augmentation de la 
concentration sérique en vitamine B12 retrouvées chez les volontaires (Yang et al., 2010). 
Cette même étude précise que moins de 3% des adultes Américains auraient un apport en 
folates supérieur à 1000 µg/j, niveau qui a été défini comme la limite de tolérance (Cf. § II.6. 
p35). Une enquête sur la santé réalisée au Canada entre 2007 et 2009 incluant 5600 
participants âgés entre 6 et 79 ans a suggéré que l’enrichissement obligatoire en AF aurait 
quasiment éliminé la déficience en folates, 95% de cette population présentant des 
concentrations de tHcy normales. Dans la même étude, seulement 1% des adultes, pour 
l’essentiel des personnes âgées, étaient déficients en vitamine B12 (MacFarlane et al., 2011). 
Une des conséquences de cet enrichissement a été la réduction significative des AFTN dans 
ces pays avec une diminution de 26% aux Etats-Unis entre 1995 et 2000 (Dietrich et al., 
2005); et une prévalence qui passait de 1,58 pour 1000 naissances en 1993 au Canada (avant 
enrichissement) à 0,86 pour 1000 naissances en 2002 (après enrichissement) (De Wals et al., 
2007).   
En France, la Direction Générale de la Santé (DGS) a émis en 2000 des recommandations 
incitant les professionnels de santé à prescrire en période péri-conceptuelle une 
supplémentation individuelle de 5 mg d’AF/j aux femmes avec un antécédent obstétrical 
d’AFTN et de 400 µg/j aux femmes sans antécédent. Mais est-ce vraiment efficace ? Le 
réseau « European Surveillance of Congenital Anomalies » (EUROCAT), réunissant 18 pays 
européens et assurant la surveillance épidémiologique des anomalies congénitales, a établi en 
2005 un bilan des AFTN de 1980 à 2002 (Figure 15). Malgré les recommandations, aucune 






























Les autres pays d’Europe
 
Figure 15 : Evolution de la prévalence moyenne des AFTN pour 10000 naissances au 
Royaume-Uni et en Irlande comparativement aux autres pays d’Europe, entre 1980 et 
2001. En Europe, les premiers gouvernements à établir une politique de supplémentation en 
AF pendant la grossesse ont été le Royaume-Uni (1992) et l'Irlande (1993). Dans ces deux 
pays, le taux d’AFTN était environ 4 fois plus élevé que celui des autres pays d’Europe en 
1980. Leur prévalence a ensuite rejoint celui des autres pays d’Europe dans les années 2000. 
Adapté de Busby et al., 2005 
Les principales causes de ces résultats sont qu’une grande partie des grossesses ne sont pas 
planifiées et que beaucoup de femmes restent encore mal informées. Ainsi, une récente étude 
(2012) réalisée sur 500 femmes Italiennes ayant planifiées leur grossesse, montre que 57% 
d’entres elles n’ont pas été supplémentées en AF avant d’être enceintes (De Santis et al., 
2012). Ces données suggèrent que les politiques de recommandation d’une simple 
supplémentation ne seraient pas efficaces. 
 
II. 5. La déficience en PDM, l’HHcy et les maladies cardiovasculaires 
Les pathologies cardiovasculaires sont la première cause de décès dans le monde. Certains 




cholestérolémie élevée, tandis que d’autres facteurs, telle que l’HHcy, sont fréquemment 
évoqués mais encore sujets à discussion. En 1969, McCully a été le premier à associer une 
concentration plasmatique en Hcy élevée avec la présence de lésions athérosclérotiques 
(McCully, 1969). Son hypothèse se basait sur des observations faites lors de l’autopsie de 
jeunes patients atteints d’homocystinurie, lesquels présentaient fréquemment des pathologies 
cardiovasculaires. Les observations de McCully ont été confirmées par de nombreuses études 
rapportant l’existence d’une HHcy chez des patients atteints de MCV ou suggérant plus 
spécifiquement que l’abaissement de l’homocystéinémie des patients homocystinuriques par 
une supplémentation quotidienne en AF et/ou vitamines B6 et B12 pourrait améliorer leurs 
fonctions cardiovasculaires. La prévention de la survenue des MCV et/ou le ralentissement de 
leur progression par une supplémentation en vitamines B reste toutefois encore à démontrer 
(Cf. § II.6. p33). Wilcken et al. ont été les premiers en 1976 à observer une association entre 
la concentration circulante d’Hcy et les MCV chroniques (Wilcken et al., 1976). Différentes 
études ont, par la suite, analysé cette association. Il a ainsi été rapporté une élévation de la 
concentration plasmatique de l’Hcy chez 30% des patients coronariens et 47% des patients 
avec une maladie des artères périphériques (Mayer et al., 1996). Sadeghian et al. (2006) ont 
également montré sur 225 patients ayant eu une maladie coronarienne, que 11% présentaient 
une déficience en folates, 25% en vitamine B12 et que le niveau d’Hcy plasmatique était 
significativement plus élevé chez les hommes (mais pas chez les femmes malades) malades 
comparativement à des contrôles sains (Sadeghian et al., 2006). Plus récemment, une méta-
analyse concluait qu’une élévation de tHcy de 5 µM augmenterait le risque de MCV de 20%, 
indépendamment des autres facteurs de risque, suggérant qu’une HHcy modérée serait un 
facteur de risque indépendant de pathologies vasculaires (Humphrey et al., 2008). Des études 
ont, par ailleurs, associé une concentration élevée en tHcy avec un accroissement du risque de 
formation de plaques d’athérome dans l’aorte (Sen et al., 2010a), d’accidents vasculaires 
cérébraux (Virtanen et al., 2005), d’infarctus du myocarde, d’ischémie cardiaque ou encore 
d’arythmie (Redeen et al., 2010). L’homocystéinémie de sujets sains a également été corrélée 
avec les concentrations circulantes d’autres facteurs du risque cardiovasculaire tels que le 
cholestérol total et les apolipoprotéines A et B (El Oudi et al., 2011). 
Un statut faible en folates, vitamine B12 ou choline a aussi été considéré comme étant un 
facteur de risque de MCV. Une étude cas-témoins a ainsi montré qu’une faible concentration 
érythrocytaire de 5-MTHF est significativement liée au risque de thromboses veineuses 




apparaissait être facteur de risque significatif de thrombose artérielle (Remacha et al., 2002). 
Toutefois, lorsque l’HHcy a été incluse dans l’analyse, la carence en vitamines ne constituait 
plus le facteur de risque. Ceci suggère que l’HHcy est responsable de l’augmentation du 
risque de thrombose chez les sujets déficients en folates et vitamine B12. Plus récemment, 
une analyse portant sur 1772 adultes a rapporté qu’un apport en folates insuffisant serait 
corrélé à une augmentation du risque d’accident vasculaire ischémique. En revanche dans 
cette étude, la concentration plasmatique des folates n’était pas associée à un tel risque (Weng 
et al., 2008). Par ailleurs, l’existence d’une association entre les concentrations circulantes 
d’Hcy et de vitamine B12 mais pas de folates a été observée chez 82 patients diabétiques de 
type 2. Ils seraient également reliés à la rigidité artérielle qui est un facteur de risque majeur 
d’accident cardiaque (Shargorodsky et al., 2009). De même que pour les folates et la vitamine 
B12, un statut déficient en choline pourrait aussi être un facteur de risque de MCV du fait de 




II. 6. Effets des supplémentations en PDM sur les MCV 
Une supplémentation en PDM peut constituer un moyen de diminuer les concentrations de 
tHcy chez des sujets déficients en l’une ou l’autre des vitamines. Il a été ainsi observé qu’une 
supplémentation de 2 semaines en phosphatidylcholine diminuait de 18% la concentration de 
tHcy chez des hommes sains présentant une HHcy modérée (Olthof et al., 2006). En 
prévention primaire, des supplémentations et/ou enrichissements en PDM semblent diminuer 
le risque de survenue de MCV, tout comme une consommation régulière d’aliments riches en 
folates et en autres vitamines du groupe B (Liu et al., 1999; Cui et al., 2010).  
Au niveau de la prévention secondaire, y a t-il un réel impact de la réduction de 
l’homocystéinémie observée après une supplémentation en PDM ? Plusieurs études ont tenté 
de répondre à cette question (Tableau 5).  
Les premières études d’intervention CHAOS, FOLARDA et GOES concluaient en une 
absence d’effet bénéfique d’une supplémentation en AF (Baker, 2002; Liem et al., 2003; 
Liem et al., 2004; Liem et al., 2005; Albert et al., 2008). Une méta-analyse regroupant 7 
interventions sur plus de 35000 patients souffrant de MCV a récemment conclu à l’absence 
d’effet d’un traitement avec des vitamines B sur le risque de récidive (Clarke et al., 2011), en 
accord avec les observations plus anciennes de l’étude Vitamin Intervention for Stroke 
Prevention (VISP) (Spence et al., 2005). Cette étude montrait, en effet, que l’administration 
d’un mélange d’AF et de vitamines B6 et B12 durant 2 ans permettait de réduire 
l’homocystéinémie de patients relevant d’un accident vasculaire cérébral (AVC) ischémique, 
sans affecter la fréquence de cet évènement comparativement à des patients ayant reçu un 
placebo. De même, l’étude HOPE 2 (Heart Outcomes Prevention Evaluation 2), réalisée sur 
5522 patients âgés de 55 ans ou plus et atteints d'une affection vasculaire stable ou d'un 
diabète, a permis d’observer une diminution progressive de leur homocystéinémie après 5 
années de supplémentation quotidienne avec 2,5 mg d'AF, 50 mg de vitamine B6 et 1 mg de 
vitamine B12 relativement à la prise d’un placebo (Lonn et al., 2006; Ray et al., 2007). 
Toutefois aucune réduction du risque de récidive d’évènements cardiovasculaires chez ces 
patients n’a été observée. Des résultats similaires ont aussi été rapportés dans l’étude 
norvégienne NORVIT (Norwegian Vitamin Trial). À plus petite échelle, une étude réalisée 
sur 40 personnes en bonne santé a montré qu’une supplémentation en PDM diminue 
l’homocystéinémie sans toutefois améliorer les fonctions vasculaires (Bonaa et al., 2006; 
Olthof et al., 2006). Enfin, l’étude Norvégienne récente « Western Norway B Vitamin 




mélange AF/vitamines B6 et B12 non seulement ne diminuait pas la fréquence des 
évènements pathologiques artériels, mais pouvait même l’accélérer chez certains individus 
(Ebbing et al., 2008; Loland et al., 2010).  
 
Tableau 5 : Les principales études sur l’effet de la supplémentation en acide folique, 
vitamines B12 et B6, sur les risques cardiovasculaires. 
 
 
Au vu des différentes données d’interventions secondaires, il n’y aurait pas d’effet d’une 
réduction de l’homocystéinémie par la supplémentation en vitamines B sur la morbidité et la 
mortalité des patients atteints de MCV. Toutefois, une amélioration des fonctions 
cardiovasculaires a souvent été rapportée (Cf. chapitre IV p57). L’hypothèse proposée pour 
tenter d’expliquer l’absence d’effet de la supplémentation est que la surcharge en PDM 
pourrait contrecarrer les bénéfices apportés par la réduction de la concentration circulante 




vitamines. Or, une étude récente chez des patients hémodialysés a montré l’absence de 
réduction supplémentaire de l’homocystéinémie avec des supplémentations journalières 
supérieures à 2 mg d’AF (Tamadon et al., 2011). Malgré l’hypothèse d’une faible toxicité de 
l’AF, normalement éliminé via l'urine, l’IOM a fixé l’apport maximal tolérable (AMT) en 
folates à 1 mg/j pour les hommes et les femmes adultes. Une supplémentation en AF ne 
devrait pas aboutir à augmenter les apports en folates au-delà de leur AMT du fait des risques 
(i) de masquage des signes hématologiques de la déficience en vitamine B12 chez le sujet âgé 
et (ii) de développement de cancers non diagnostiqués chez des individus, du fait de 
l’activation de la prolifération cellulaire par les folates. En effet, une étude réalisée sur une 
fraction de la cohorte « Cancer Prevention Study II Nutrition » (70656 femmes ménopausées 
dont 3898 développant un cancer du sein) montrent que les volontaires consommant les 
quantités de folates (supplément + aliments) les plus élevées (> 900 µg/j) avaient un risque 
significativement augmenté de développer un cancer du sein (Stevens et al., 2010). Mason et 
al. (2007) ont également montré que les courbes d’incidence des cancers colorectaux, en 
décroissance depuis les recommandations d’enrichissement systématique en AF des céréales 
aux Etats-Unis, ré-augmentées entre 2000 et 2004 (Mason et al., 2007). Récemment, une 
méta-analyse montre aussi que la supplémentation et l’enrichissement en AF augmentent 
significativement et principalement le risque de cancers de la prostate (Wien et al., 2012). De 
même, il a été défini une AMT pour la choline égale à 3,5 g/j, au-delà de laquelle des signes 
indésirables d’hypotension ont été reportés chez l’Homme (Food and Nutrition Board, 1998; 
Buchman, 2009).   
Une supplémentation en PDM permet de diminuer les concentrations d’Hcy et aurait un effet 
préventif sur la survenue de ces pathologies. En prévention secondaire, les résultats actuels ne 
montrent pas d’effet bénéfique sur la récidive d’évènement cardiaque. Certaines études 
reportent des AMT au dessus desquelles, la supplémentation n’a plus d’effet, voire même 
aurait des conséquences négatives puisqu’elle pourrait être associée à une augmentation du 





III. PROCESSUS ET MOLECULES CIBLES DE LA DEFICIENCE EN 
PDM ET DE L’HHcy 
 
La déficience en PDM et l’HHcy sont associées à un risque de développement de diverses 
pathologies. Ce chapitre décrit l’intervention des PDM et/ou de l’HHcy dans plusieurs 
processus cibles (stress du réticulum endoplasmique, stress oxydant…) ainsi que sur 
différentes cibles (ADN, gène, protéines) pouvant expliquer les mécanismes pathologiques 
mis en jeu. 
 
III. 1.  Processus cibles 
III. 1. 1.  Stress du réticulum endoplasmique 
Le réticulum endoplasmique (RE) est le site de traduction et de repliement lors de la synthèse 
des protéines. Les protéines y subissent un contrôle de qualité qui les conduira soit vers 
l'appareil de Golgi pour être sécrétées, soit vers la dégradation en cas de mauvaise 
conformation. L'accumulation de protéines malformées dans la lumière du RE va entraîner un 
stress du RE et une réponse cellulaire : l’UPR (unfolded protein response). Celle-ci se met en 
place à partir de l'activation de trois protéines transmembranaires du RE : PERK (PKR-like 
εR protein kinase), ATF6 (activating transcription factor 6) et IRE1 (inositol requiring 
enzyme 1) et a pour but d'augmenter les capacités de repliement, de maturation, voire de 
dégradation du RE (Figure 16) (Jing et al., 2012). ATF6, IRE1, et PERK activent des gènes 
de la réponse UPR tels que GRP78 (Glucose Related Protein 78 encore appelé BiP), CHOP 
(C/EBP-homologous protein ou GADD153), et Herp (protéine du RE induite par l’Hcy) (Ji et 





ATF4 et ATF6 : activating transcription factor 4/6; CHOP : C/EBP-homologous protein; ER : 
endoplasmic reticulum; ERAD : endoplasmic reticulum-associated protein degradation; IRE1 
: Inositol requiring enzyme 1; PERK : PKR-like εR protein kinase; UPR : Unfolding Protein 
Response; Xbp1: X-box binding protein 1.  
 
Figure 16 : Les voies de signalisation de la réponse UPR. L'accumulation de protéines mal 
repliées dans la lumière du réticulum endoplasmique induit le stress ER. En réponse au stress, 
Bip active les régulateurs de la réponse des protéines malformée (UPR) : IRE1, PERK et 
ATF6. IRE1 active Xbp1. L'activation de PERK conduit à une atténuation globale de la 
synthèse des protéines et une augmentation concomitante d’ATF4. ATF6 activé induit la 
transcription des gènes ERAD et régule l'expression de CHOP. De même, ATF4 induit 







Peu d’études se sont encore intéressées à l’induction d’un stress du RE après une déficience 
en PDM. Une étude sur des mini-porcs nourris avec un régime déficient en folates montre que 
l’apoptose et la stéatose retrouvées au niveau de leur foie est lié à la génération d’un stress du 
RE évalué par l’augmentation de l’expression de la protéine GRP78 (Esfandiari et al., 2005). 
Les auteurs reportent que le stress du RE est significativement lié à l’augmentation de l’Hcy 
dans le foie. Aussi, des souris normales ou ApoE-/- (modèle d’invalidation du gène de 
l’apolipoprotéine E, ApoE) nourries avec un régime enrichi en méthionine et pauvre en 
folates et vitamines B12 et B6, présentaient une HHcy modérée ainsi qu’une augmentation de 
l’expression des gènes GRP78, et de l’endoplasmine (GRP94) au niveau vasculaire (Alessio 
et al., 2011). Les études montrent donc que la génération d’un stress du RE, en cas de 
déficience en PDM, serait, principalement liée à l’excès d’Hcy. Les résultats des études 
cellulaires confirment ces observations. Au niveau des cellules endothéliales de la veine du 
cordon ombilical humain (HUVEC) traitées par de fortes concentrations d’Hcy (5 et 10 mM) 
une augmentation du niveau de l’ARNm de ATF4 (activating transcription factor 4) et 
GRP78/BiP a également été rapportée (Kokame et al., 1996; Outinen et al., 1999). De même, 
des ostéoblastes exposées pendant 24h à 2,5 mM ou 5 mM d’Hcy présentaient une 
augmentation de l’expression des gènes de GRP78, IRE-1α (inositol-requiring 
transmembrane kinase and endonuclease 1α), CHOP et ATF4 (Park et al., 2012). Des niveaux 
élevés d’Hcy intracellulaires pourraient aussi augmenter l’expression de gènes GRP94, Herp 
(homocysteine-induced endoplasmic reticulum protein) et RTP (Reducing agents and 
tunicamycin-responsive protein) (Agarwala et al., 2000; Kokame et al., 2000).   
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer l’induction du stress ER par  
l’augmentation des niveaux cellulaires d’Hcy. Le premier serait par une N-
homocystéinylation c'est-à-dire l’incorporation anormale de cet acide aminé soufré dans la 
protéine entraînant la formation d’Hcy thiolactone (HTL) (Cf. § III.2.3.1 p51). Roybal et al. 
(2004) ont rapporté que le traitement de cellules épithéliales de la rétine humaine par des 
quantités élevées d’HTL induisait une augmentation de l’expression des ARNm de GRP78 et 
GADD153 (Roybal et al., 2004). L’Hcy pourrait également perturber la formation de ponts 
disulfures dans les protéines néosynthétisées, conduisant à leur mauvais repliement. En effet, 
l’Hcy peut se lier avec d’autres résidus cystéines protéiques et former des ponts disulfures, 
modifiant ainsi la structure tertiaire de la protéine (Mato et al., 2005). Or, la structure 




perdre sa fonction. Les protéines mal repliées se retrouvent accumulées dans le RE et 
entraînent le stress du RE.  
Si l’implication de l’Hcy dans l’induction d’un stress du RE a été montrée, celle des PDM n’a 
été que faiblement étudiée jusqu’à présent. On sait ainsi que la supplémentation en bétaine 
chez des souris présentant une stéatose hépatique alcoolique diminue l’Hcy plasmatique de 





III. 1. 2.  Stress oxydant  
On définit le stress oxydant comme un déséquilibre entre les niveaux d’oxydants et 
d’antioxydants (Sies, 1991). Les deux classes d’oxydants sont regroupées sous la catégorie 
des espèces réactives de l’oxygène (ERO) et des espèces réactives de l’azote (ERN). Elles 
comprennent des espèces radicalaires et non radicalaires (Figure 17).  
 
 
Figure 17 : Relations existantes entre les espèces réactives issues de l’oxygène (en rouge) 
et celles issues de l’azote (en vert). Adapté de  Matés et al., 1999 
 
Plusieurs enzymes et systèmes enzymatiques peuvent produire des ERO/ERN en condition 
normale. On en trouve principalement quatre : la chaîne respiratoire mitochondriale, la 
NADPH oxydase, la xanthine oxydase et l’oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS). D’un 
point de vue vasculaire, ils participent à la signalisation cellulaire normale (Griendling et al., 
2000), en régulant la contraction, la relaxation et la croissance des cellules musculaires lisses 
vasculaires (Zafari et al., 1998). La cellule aérobie dispose de systèmes de protection qui lui 









Figure 18 : Mode d’action des principaux systèmes enzymatiques antioxydants et de 
leurs cofacteurs métalliques. Adapté de Matés et al., 1999 
 
Il s’agit d’une part, d’enzymes anti-oxydantes dont les plus importantes sont : 
les superoxydes dismutases (SOD) qui sont des enzymes de dégradation de l’anion 
superoxyde (O2
°-) en oxygène et peroxyde d’hydrogène (H2O2). On en distingue 3 types : les 
SOD dépendantes du Cu et du Zn (SOD1 et SOD3) qui sont respectivement cytoplasmique et 
extracellulaire, et la SOD dépendante du Mn (SOD2) qui est mitochondriale.  
Les glutathion peroxydases (GPx) qui réduisent le peroxyde d'hydrogène en eau et 
les hydroperoxydes organiques en alcools en utilisant la capacité réductrice du couple 
glutathion réduit/oxydé (GSH/GSSG). Le GSH est régénéré par la glutathion réductase en 
présence de NADPH. 
Les catalases, enzymes ubiquitaires et quasiment toujours peroxysomales, qui 
catalysent l’hydrolyse du H2O2 en eau et oxygène. 
Les thiorédoxines (Trx)/glutarédoxines, oxydoréductases responsables du maintien 
des cystéines dans leur état réduit. Elles existent sous deux isoformes, la Trx1, cytosolique et 




D’autre part, il s’agit un dispositif de défense non enzymatique, constitué de différentes 
molécules de faibles poids moléculaires telles que le glutathion, l'acide ascorbique (vitamine 
C), la vitamine E et le coenzyme Q10. Le glutathion est le principal antioxydant cellulaire; 
c’est un tripeptide: γ-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine. Il existe sous une forme oxydée (GSSG) 
et une forme réduite (GSH) qui lui permettent de participer au maintien du potentiel redox 
cellulaire.  
L’évaluation du stress oxydant peut se faire par la mesure dans les tissus ou fluides 
biologiques, de l’activité et/ou de l’abondance d’enzymes anti-oxydantes ou de différents 
produits d’oxydation secondaire, issus de l’action des ERO/ERN (généralement beaucoup 
plus stables) sur les lipides, les protéines ou l’ADN (Halliwell, 1999). Les mesures des 
niveaux de plusieurs produits issus de la peroxydation lipidique sont utilisées comme 
marqueurs du stress oxydant, tels que le 4-hydroxynonenal (HNE) et le malondialdéhyde 
(MDA) ou les F2-isoprostanes (Uchida, 2003; Aldini et al., 2005) (Cf encadré*). Pour les 
protéines, la formation de dérivés carbonyles étant plus importante que les autres types de 
modifications oxydatives (Dean et al., 1997), le contenu en protéines carbonylées est souvent 
utilisé comme marqueur de stress oxydant (Cf. § III.2.3.2 p52). 
*La nature et l’abondance des lipides polyinsaturés tels que les phospholipides, le cholestérol, 
les esters de cholestérol, les glycolipides des membranes cellulaires et les lipoprotéines en 
font des cibles principales pour l’oxydation par les métaux et les radicaux libres oxygénés 
(Halliwell, 1999). Cette oxydation déclenche une série de réactions en chaîne, la peroxydation 
lipidique, qui conduit à la formation de lipides hydroperoxydés (LOOH) ou d’aldéhydes. Les 
LOOH étant en effet instables en milieu aqueux, ils se décomposent facilement en produits 
secondaires, tels que les aldéhydes plus ou moins toxiques comme le 4-hydroxynonenal 
(HNE), le malondialdéhyde (MDA) et les isoprostanes (Uchida et al., 2003; Aldini et al., 
2005). La quantification de ces derniers composés est d’ailleurs la référence actuelle pour 
l’évaluation du stress oxydant in vivo et biomarqueur de la peroxydation lipidique dans le 
cadre de nombreuses pathologies inflammatoires et chroniques. Les protéines sont également 
des cibles des radicaux libres, les chaînes latérales de certains acides aminés étant très 
sensibles à l'oxydation. Les protéines comportant un groupement sulfhydryle (-SH) sont les 
plus affectées. La présence de ce groupement dans les enzymes et les protéines de transport 
est généralement impliquée dans la structure tridimensionnelle et le fonctionnement du site 
catalytique et par conséquent dans la fonctionnalité. L’oxydation de ces protéines entraîne 
donc généralement une perte des propriétés biologiques et les rend plus sensibles à l’action 





Comme nous allons le développer dans le paragraphe suivant, la déficience en PDM peut 
induire un stress oxydant, du fait de la diminution des concentrations en vitamines qui 
auraient des propriétés anti-oxydantes (folates notamment) et/ou via l’augmentation de la 
concentration en Hcy potentiellement pro-oxydante. 
Peu d’études ont évalué le statut redox des personnes déficientes en PDM.  En 1998, Jacob et 
al. ont montré que les femmes ménopausées ayant consommé un régime pauvre en folates (56 
µg/j) pendant 5 semaines présentaient une homocystéinémie et une concentration urinaire en 
MDA significativement augmentée (Jacob et al., 1998). D’autres études ont également montré 
que le statut en folates et/ou vitamine B12 pouvait être modifié dans des populations atteintes 
ou à risque de pathologies sans montrer un lien direct. Ainsi, des mères d’enfants ayant le 
syndrome de Down présentent des concentrations sériques en folates et vitamine B12 
inférieures à celles des contrôles et une augmentation significative de l’Hcy et des TBARS 
(Cf encadré*) (Meguid et al., 2010).  
 
*TBARS : « substances réagissant avec l'acide thiobarbiturique » ou thiobarbituric acid 
reactive substances. Ce dosage repose sur la formation, en milieu acide et chaud, d’un 
pigment coloré liant le MDA et l’acide thiobarbiturique. Néanmoins, ce dosage mesure le 
MDA préexistant mais aussi le MDA formé de manière artéfactuelle par décomposition 
thermique des peroxydes. 
 
De plus, il a été rapporté chez des patients atteints d’un cancer du foie, des concentrations en 
folates, vitamine B12 et enzymes anti-oxydantes plasmatiques (SOD et GPx) 
significativement inférieures à celles de leurs contrôles sains (Lin et al., 2007a). Plusieurs 
études chez l’animal ont également montré l’impact de la déficience en PDM sur l’état redox. 
Un régime déficient en choline chez le rat entraîne au niveau hépatique, une augmentation de 
la production mitochondriale d’H2O2, ainsi qu’une diminution des concentrations des 
antioxydants vitaminiques C et E, et une augmentation des niveaux de TBARS (Grattagliano 
et al., 2000). De même, il a été observé une augmentation de l’activité ou de l’abondance de 
plusieurs enzymes du métabolisme du glutathion (GPx1, glutathion réductase et/ou glutathion 
S-transférase) dans le foie ou le cerveau de rats nourris avec un régime déficient en folates 
(Chanson et al., 2007; Lan et al., 2007). Dans une autre étude avec le même modèle, l’activité 
mitochondriale de la GPx, était augmentée au niveau hépatique, sans variation de l’activité 
MnSOD et de la production des TBARS (Chang et al., 2007). Ces études suggèrent donc que 




l’altération des enzymes anti-oxydantes. Or, le stress oxydant joue un rôle clé dans le 
développement d’un grand nombre de pathologies (Lipinski, 2011; Gandhi et al., 2012).  
Les PDM pourraient aussi induire un stress oxydant via l’augmentation de l’Hcy. En effet, 
dans l’organisme, la concentration intracellulaire de l’Hcy est maintenue basse grâce aux 
voies de reméthylation et de transsulfuration. Dès lors qu’elle est produite en excès, l’Hcy est 
exportée par les cellules vers le plasma où elle est rapidement oxydée par fixation sur des 
protéines (ex. albumine) ou des molécules soufrées de petite taille (ex. cystéine). Grâce à son 
groupement thiol réducteur, l’Hcy peut aussi s’auto-oxyder en présence de métaux de 
transition formant ainsi de l’homocystine (Hcy-Hcy) avec libération de H2O2 et favorisant 
ainsi les conditions pour le développement d’un stress oxydant. Ces observations ont été faite 
in vitro sur cellules endothéliales, microgliales ou encore vasculaires avec pour conséquences 
l’apoptose et l’altération de l’ADN notamment (Yan et al., 2006; Endo et al., 2007; Lin et al., 
2007b). Chez des souris CBS+/- hyperhomocystéinémiques (du fait de l’altération de la voie 
de transsulfuration), il a été observé une augmentation de la concentration de la protéine 
NOX-4 et une diminution de celle de la thioredoxine 1 au niveau de l’os tibial, ce qui 
conduirait à une perte osseuse. Une supplémentation de 6 semaines en AF a permis d’inverser 
ces changements (Tyagi et al., 2011). Chez des chiens hyperhomocystéinémiques, 
l’abondance de NOX-2 était augmentée, au niveau du cœur, et celle de la eNOS était 
diminuée au niveau des artères coronaires (Suematsu et al., 2007). Ces observations 
indiquaient une réduction de la disponibilité du monoxyde d’azote (NO) et une augmentation 
de la production d’ERO conduisant à un dysfonctionnement endothélial et une altération du 
fonctionnement cardiaque.  
Par ailleurs, les PDM posséderaient une activité anti-oxydante propre. Une supplémentation 
en folates (5 mg/j) pendant 8 semaines chez des patients atteints de diabète de type 2, 
permettait de diminuer de manière significative le MDA et l’Hcy tout en augmentant le statut 
antioxydant et la quantité de folates et vitamine B12 dans le plasma (Aghamohammadi et al., 
2011). L’amélioration du statut redox a aussi été démontrée 1) chez des patientes anémiées et 
enceintes après une supplémentation de 2 mois en folates (400 µg/j) ou vitamine B12 (1 
mg/j), 2) chez des patients atteints de syndrome métabolique supplémentés pendant 4 
semaines avec 5 mg/j d’AF ou encore 3) chez des enfants atteints de fibrose kystique (ou 
mucoviscidose) supplémentés pendant 14 jours avec des doses quotidiennes de 3 g de bétaine 
ou 2 g de choline (Innis et al., 2007; Ma et al., 2010; Schneider et al., 2011). Il a aussi été 




permettait d’augmenter la folatémie de 27% et de prévenir les dommages oxydatifs de l’ADN 
lymphocytaire (Moser et al., 2011). L’amélioration du statut redox par la supplémentation en 
PDM serait due à la diminution des ERO et l’augmentation des capacités anti-oxydantes. Par 
exemple, l’incubation de cellules endothéliales aortiques humaines (HAEC) avec 50 à 200 
µM d’Hcy augmentait de manière significative et dose-dépendante la production d’O2
- 
(Moreira et al., 2011). Le pré-traitement de ces cellules avec des concentrations de 10 à 50 
nM de cobalamine diminuait ce phénomène. Une autre étude a montré que le traitement de 
cellules endothéliales hépatiques ou d’HUVEC avec différentes formes de cobalamines 
(adénosyl-, cyano- et méthyl- cobalamines) permet de diminuer significativement la 
production de peroxydes induite en présence d’Hcy (Birch et al., 2009). Une étude récente 
montre qu’une supplémentation en AF permet de contrecarrer la production de MDA et la 
baisse des capacités anti-oxydantes observées dans le cerveau de rats au cours du 
vieillissement (Singh et al., 2011). Enfin, une supplémentation en PDM (bétaine, choline, AF, 
vitamine B12 et méthionine) entraine une amélioration du ratio GSH/GSSG (par diminution 
du niveau de GSSG) chez la souris intoxiquée avec de l’alcool (Powell et al., 2010).   
 
III. 1. 3.  Métabolisme du monoxyde d’azote 
Le NO est important pour maintenir un débit sanguin correct et c’est l’un des principaux 
facteurs anti-athérogéniques (Napoli et al., 2001). Il régule le tonus musculaire et influe sur 
l'interaction des globules blancs et plaquettes avec l'endothélium. Il est formé par la eNOS, un 
homodimère stabilisé par l’hème, à partir de l’arginine en présence de tétrahydrobioptérine 
(BH4). Un des mécanismes attribué à la déficience en folates est le découplage de l’enzyme, 
du fait d’une diminution de la biodisponibilité de la BH4 oxydée en dihydrobioptérine (BH2), 
















BH2 : dihydrobioptérine; BH4 : tétrahydrobioptérine; DHFR : dihydrofolate réductase; eNOS : NO synthase 
endothéliale; NO : monoxyde d’azote; O2
- : anion superoxyde  
 
Figure 19 : Le découplage de la eNOS. En condition normale et en présence de la DHFR, le 
BH4 se lie à la eNOS pour former le NO. En cas de stress oxydant, notamment lorsque les 
folates sont déficients, le BH4 fait place à BH2 qui se lie aussi à la eNOS mais privilégie la 
formation de O2
- au détriment du NO. On parle alors de découplage de la eNOS. Adapté de 
Crabtree et al., 2011 
 
La eNOS produit alors de l’O2
- qui réagit rapidement avec le NO présent pour former du 
peroxynitrite (ONOO-), une molécule très réactive et pro-oxydante. Une exposition à 
l’angiotensine II diminue l’expression de la DHFR et le niveau de BH4, et induit le 
découplage de la eNOS dans des cellules endothéliales aortiques bovines (Chalupsky et al., 
2005). Par contre, la production du NO est restaurée et la formation d’O2
- diminuée lorsque le 
gène dhfr est surexprimé dans ces cellules. De même, l’injection de methotrexate, un 
inhibiteur de la DHFR, bloque la conversion de BH2 en BH4 et entraîne un dysfonctionnement 
de la eNOS dans l’aorte de rats (Noguchi et al., 2011). Enfin, une amélioration du couplage 
de la eNOS a été observée chez des patients souffrant de pathologies coronariennes après 
injection intraveineuse de 5-MTHF (0,13 mg/kg de poids corporel) du fait d’une 
augmentation de la quantité de BH4 disponible (Antoniades et al., 2006).  
Les folates auraient un effet bénéfique sur le fonctionnement de la eNOS et différents 
mécanismes ont été proposés. Ils auraient la capacité de restaurer la biodisponibilité du BH4 













Figure 20 : L’interaction des folates avec la eNOS. Les folates (1) ont la capacité de se lier 
directement avec la eNOS, (2) peuvent augmenter l’efficacité de liaison entre le BH4 et la 
eNOS et (3) stabiliser le BH4 et (4) contribuer à la régénération du BH4 à partir du BH2  
 
 
L’AF pourrait diminuer la production d’O2
- et améliorer l'affinité de liaison du BH4 à la eNOS 
(Stroes et al., 2000). Hyndman et al. ont également constaté que le 5-MTHF est capable de se 
lier au site ptérine de la eNOS et peut donc directement interagir avec l’enzyme (Hyndman et 
al., 2002). La consommation d’AF peut également augmenter la phosphorylation de la eNOS 
sur la sérine 1177 et donc son activité (Seto et al., 2010). En outre, l’AF peut améliorer la 
régénération de BH4 de sa forme inactive et oxydée le BH2 et peut le stabiliser chimiquement 
(Moens et al., 2008). 
L’augmentation des quantités d’Hcy intracellulaires peut aussi avoir un impact sur le 
métabolisme du NO via la diméthylarginine diméthylaminohydrolase (DDAH), l’enzyme qui 

































ADMA : diméthylarginine asymétrique; DDAH : diméthylarginine diméthylaminohydrolase; eNOS : NO 
synthase endothéliale; NO : monoxyde d’azote   
 
Figure 21 : Relation entre HHcy et métabolisme du NO. 
 
En effet, l’Hcy est un inhibiteur de l’activité de la DDAH (Stuhlinger et al., 2001). L’ADMA, 
présent dans la circulation sanguine, est un dérivé méthylé de l’arginine dont le donneur de 
méthyle est la SAM. L’augmentation de la concentration de l’Hcy est associée à celle de 
l’ADMA dans le sang de patients atteints de MCV (Sanli et al., 2012). L’homocystéinémie 
des personnes âgées semble être inversement corrélée aux concentrations plasmatiques des 
vitamines B6, B12 et folates et positivement à celles de l’ADMA (Fabian et al., 2011). 
L’ADMA étant un inhibiteur de la eNOS, une HHcy pourrait donc induire une diminution de 
la formation du NO. Il a été montré in vitro, que la concentration de l’ADMA était également 
augmentée dans le milieu de culture de cellules endothéliales exposées à des concentrations 
similaires à celles observées en conditions pathophysiologiques d’Hcy, tandis que la quantité 
de NO exporté par les cellules était diminuée (Stuhlinger et al., 2001). Il semble que l’Hcy 




indépendamment des vitamines. Une étude a, en effet, montré chez de jeunes patients 
épileptiques, une augmentation des niveaux sériques de l’ADMA associée à celle de la tHcy, 
alors que leurs statuts en vitamine B12 et folates étaient normaux (Ozdemir et al., 2011).  
Les effets de la déficience en PDM et de l’HHcy décrits précédemment ont conduit à étudier 
l’impact d’une supplémentation en vitamines B sur le métabolisme du NO. Une telle 
intervention a semblé sans effet, après 8 semaines, sur la vasodilatation dépendante de 
l’endothélium chez des patients atteints de maladies artérielles périphériques occlusives 
(Sydow et al., 2003). Par contre, cette fonction pourrait à l’inverse, être améliorée par une 
supplémentation en L-arginine (Sydow et al., 2003). Un traitement continu à la nitroglycérine 
provoque un dysfonctionnement de la eNOS qui peut être prévenue par une supplémentation 
de 10 mg/j d’AF (Gori et al., 2001). En revanche, l’utilisation de plus faible quantité d’AF (1 
mg/j) n’a aucun effet (DiFabio et al., 2010). 
 
III. 1. 4.  Voie de l’inflammation 
Le processus inflammatoire est constitué d’un ensemble de mécanismes réactionnels de 
défense par lesquels l’organisme reconnaît, détruit et élimine les substances identifiées 
comme étrangères. Elle commence par une réaction de « reconnaissance » faisant intervenir 
certaines cellules de l’organisme (monocytes, macrophages, lymphocytes) ou des protéines 
circulantes (anticorps, protéines du complément, …). Fait suite la mise en jeu de médiateurs 
dont l’ordre d’intervention est complexe et variable. L’inflammation est évaluée par la mesure 
de plusieurs molécules produites par les cellules du système immunitaire dont les principales 
sont :  
les cytokines pro-inflammatoires incluant le TNF-α (Tumor necrosis factor-α), les 
chimiokines comme MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1) ou l’interleukine 8 (IL-8) et 
les interleukines IL-1, IL-6, IL-12 et IL18,  
les cytokines anti-inflammatoires incluant l’IL-10 et le TGF-β (Transforming 
growth factor- β),  
les interférons (IFN). 
La protéine C réactive (CRP) est induite par des cytokines (surtout IL-6) et se fixe sur les 
microorganismes pathogènes. C’est également un marqueur de l’inflammation aigüe. 
 
Les études relatives d’un effet pro-inflammatoire de l’Hcy sont peu nombreuses et 




plasmatiques en CRP, TNF-α et de l’IL-12 chez des patients atteints de maladies 
coronariennes (Schroecksnadel et al., 2010) et l’augmentation de cytokines plasmatiques chez 
des patients ayant un syndrome coronarien aigu (Gokkusu et al., 2010). Ces mêmes 
observations ont été faites chez des hommes sains présentant une HHcy comparativement à 
leurs contrôles sans HHcy (Yun et al., 2011). Cependant, Asanuma et al. (2007) ont montré 
ex vivo que des concentrations élevées d’Hcy (50 et 100 µM) n’avaient pas d’effet sur celles 
de CRP, d’IL-6 ou encore de MCP-1 sur le sang total de sujets sains (Asanuma et al., 2008).  
Les effets pro-inflammatoires de l’HHcy ont également été étudiés in vivo chez l’animal. Da 
Cunha et al. (2011) ont montré qu’une HHcy chronique (induite par des injections sous-
cutanées journalières d’Hcy pendant 28 jours) chez des rats Wistar induisait une augmentation 
significative des concentrations de TNF-α, IL-1β, IL-6 et MCP-1 dans le sérum et 
l’hippocampe (da Cunha et al., 2011). De même, l’HHcy sévère induite chez des souris  
ApoE-/- CBS-/- était significativement corrélée avec les niveaux plasmatiques de TNF-α et 
MCP-1, en relation avec l’accumulation de monocytes inflammatoires dans les lésions 
athérosclérotiques (Zhang et al., 2009a). Néanmoins, les effets de l’Hcy pourraient être 
différents selon les conditions physiopathologiques. Ainsi, un régime enrichi en Hcy pendant 
5 mois n’a pas induit d’augmentation des facteurs de l’inflammation (IL-1α, IL-6, IL-10 et 
MCP-1) dans le cortex de rat normal et pourrait même atténuer l’inflammation induite par un 
régime enrichi en cholestérol sans toutefois reverser le déficit cognitif (Pirchl et al., 2010; 
Pirchl et al., 2012). De plus, les mêmes auteurs ont montré in vitro dans des cultures primaires 
de cellules microgliales de cortex cérébral, que l’inflammation causée par l’activateur 
tissulaire du plasminogène (t-PA, augmenté par l’hypercholestérolémie chez le rat) pouvait 
être contrecarrée par l’Hcy (Pirchl et al., 2012). Cette dernière pourrait donc avoir un effet 
anti-inflammatoire via un mécanisme dépendant du t-PA. Par ailleurs, l’exposition de cellules 
endothéliales aortiques humaines (HAEC) et de macrophages à des concentrations d’Hcy 
entre 10 et 50 µM augmente l’expression de l’IL-8 et/ou du MCP-1 (Poddar et al., 2001; 
Wang et al., 2001a).  
Certains PDM pourraient jouer un rôle sur l’inflammation. Ainsi, une relation inverse entre 
les apports en folates et le niveau plasmatique d’IL-8 et de MCP-1 a été observée chez des 
patients ayant une insuffisance cardiaque (Chung et al., 2011). La supplémentation en AF 
chez des volontaires sains en surpoids diminue les concentrations plasmatiques de MCP-1, 
d’IL-8 et de CRP (Solini et al., 2006). Récemment, une étude a montré qu’une 




enfant atteinte de la maladie de Alpers (maladie neurodégénérative) a amélioré son statut en 
5-MTHFR, parallèlement à une réduction des concentrations circulantes d’IL-6 et d’IFN-γ, 
mais pas d’IL-8 (Hasselmann et al., 2010). Peu d’études ont recherché une implication de la 
bétaine et de la choline dans l’inflammation. L’étude épidémiologique ATTICA réalisée sur 
3042 personnes saines a montré qu’une consommation de choline >310 mg/j diminue en 
moyenne les concentrations de CRP de 20%, d’IL-6 de 26% et de TNF-α de 6% (Detopoulou 
et al., 2008). Une consommation de bétaine >360 mg/j a des effets similaires sur la CRP (-
19%) et le TNFα (-12%) mais n’a curieusement pas d’impact sur l’IL-6 (Detopoulou et al., 
2008).  
Les effets de l’Hcy sur l’inflammation pourraient donc dépendre de sa concentration 
circulante, mais des études sont encore nécessaires pour en comprendre les mécanismes. 
L’hypothèse d’un effet bénéfique des apports en PDM sur l’inflammation mérite également 
de nouvelles investigations. 
 
III. 1. 5.  Prolifération, apoptose et nécrose cellulaire 
La prolifération des cellules vasculaires musculaires lisses (CVML) est fréquemment 
observée dans l’athérosclérose. La déficience en folates peut perturber la prolifération 
cellulaire et l’apoptose. En effet, il a été montré qu’une déficience en folates pouvait altérer la 
prolifération de colonocytes humains immortalisés et de cellules souches neurales de rat 
(Duthie et al., 2008; Zhang et al., 2009b). L’exposition de lymphocytes humains à un milieu 
déficient en folates pendant 4 jours, conduirait à une accumulation des cellules en phase S du 
cycle cellulaire et une diminution du nombre de cellules en phase G0/G1, suggérant un arrêt 
de leur prolifération (Lin et al., 2006). Par ailleurs, l’apoptose de ces cellules était activée. 
Les phénomènes apoptotiques sont évalués par une famille de protéases spécifiques : les 
caspases. Une déficience en folates de 14 jours entraîne une augmentation significative de 
l’activité polycaspase (1, 3, 4-9) dans des colonocytes humains en culture (Duthie et al., 
2008). Cependant, la mort cellulaire induite par ces protéases n'alerte pas le système 
immunitaire. En effet, les débris cellulaires sont éliminés par les cellules voisines ou par les 
macrophages et les neutrophiles. Après phagocytose, ces débris sont détruits par les enzymes 
lysosomales. L'apoptose joue un rôle crucial dans la régulation du renouvellement cellulaire 
et, de ce fait, des protéines. La survie de cultures primaires de cellules neuronales de souris est 
aussi significativement diminuée après exposition à un milieu déficient en méthionine et 




phénomènes. L’induction de l’apoptose (via l’activation de la caspase 3) par des 
concentrations pathophysiologiques d’Hcy (respectivement 50 et 30 µM) a également été 
observée dans des cellules HUVEC et la lignée de cellules hépatiques Sk-Hep-1 (Birch et al., 
2009). Une préincubation en présence de certaines formes de la cobalamine peut freiner ce 
processus d’apoptose, mais aussi la nécrose induite après exposition à l’H2O2 (25 et 50 µM).   
La choline et la bétaine semblent également avoir un impact sur l’apoptose et/ou la nécrose 
cellulaire. Une étude a montré que le nombre de lymphocytes humains en apoptose ou en 
nécrose était inversement proportionnel avec les concentrations en AF et/ou en choline du 
milieu de culture (Lu et al., 2012b). Les effets protecteurs des folates se révélaient toutefois 
supérieurs à ceux de la choline. Un régime déficient en choline (pendant 42 jours) chez des 
sujets sains âgés de 18 à 70 ans induit une augmentation de l’apoptose de leurs lymphocytes  
(da Costa et al., 2006). Cette altération disparaît partiellement après retour à un régime 
suffisant en choline. La bétaine a aussi un effet protecteur sur la nécrose et l’apoptose de 
cellules hépatiques en culture ou sur les hépatocytes de rats in vivo (Graf et al., 2002; Oliva et 
al., 2012). 
 
III. 2.  Molécule cibles 
III. 2. 1.  Les acides nucléiques 
Les PDM jouent un rôle important dans le métabolisme des acides nucléiques. Ils contribuent 
à la méthylation de l’ADN et à la synthèse de l’acide thymidylique et des bases puriques. 
L’altération de ces mécanismes affecte particulièrement la stabilité de l’ADN. 
 
III. 2. 1. 1. Méthylation de l’ADN 
La méthylation de l’ADN est un élément de la régulation épigénétique affectant les cytosines 
des îlots CpG durant, notamment, le développement embryonnaire, et déterminant au final, 
l’expression de gènes cibles. Les PDM jouent un rôle important puisqu’ils sont nécessaires à 
la synthèse de la méthionine, préalablement à son activation en SAM, le principal donneur de 
méthyle de l’organisme. Une déficience en PDM se traduit fréquemment par une réduction de 
la concentration cellulaire et/ou circulante de SAM. Chez des patients anémiés par une 
déficience en cobalamine, le ratio SAM/SAH sanguin est diminué du fait d’une augmentation 
de la concentration de SAH, mais il peut être normalisé par l’injection de cobalamine (Guerra-
Shinohara et al., 2007). Une étude réalisée au Brésil sur des femmes enceintes âgées en 




basses, plus celles de SAH étaient élevées et celle de SAM étaient faibles, entraînant ainsi une 
diminution du ratio SAM/SAH (Guerra-Shinohara et al., 2004). Cette situation a aussi été 
observée au niveau de la veine placentaire. Un régime alimentaire déficient en choline 
diminuerait également les concentrations tissulaires de SAM chez l’animal (Zeisel et al., 
1989). Le ratio SAM/SAH était altéré dans le cœur de ratons nés de mères nourries avec un 
régime carencé en PDM (choline, folates et vitamine B12) (Garcia et al., 2011). Or, la 
diminution de ce ratio pourrait avoir un impact sur la méthylation de l’ADN. Il a ainsi été 
montré qu’une diminution de la disponibilité de la SAM, au cours de la déficience en PDM, 
entraînait une hypométhylation globale de l’ADN. Ceci a été mis en évidence dans le cas des 
cellules du sang chez des hommes et des femmes ayant un statut en folates bas (Wang et al., 
2012a). Chez la souris gestante, une alimentation déficiente en choline induisait une 
diminution de la méthylation globale de l’ADN dans l’hippocampe du fœtus (Niculescu et al., 
2006). Le même phénomène a été rapporté dans le foie et le colon de rats nourris avec un 
régime déficient en folates pendant 24 semaines, conjointement à une diminution du ratio 
SAM/SAH hépatique (Duthie et al., 2010). Une autre étude chez la même espèce montre un 
impact similaire d’une déficience nutritionnelle en vitamine B12 sur le colon (Choi et al., 
2004). Or, l’hypométhylation de l’ADN peut activer des proto-oncogènes et induire des 
tumeurs malignes, notamment chez l’homme (Arasaradnam et al., 2008). De plus, une 
déficience en PDM peut induire une hyperméthylation de certaines régions spécifiques de 
l’ADN, entraînant une inhibition de l’expression de gènes comme les gènes suppresseurs de 
tumeur. Ceci a été rapporté dans le cas du gène p53 au niveau du colon de souris nourries 
avec un régime déficient en folates et vitamine B12 (Liu et al., 2008). Les mécanismes du 
développement de cancers au cours de la déficience en PDM pourraient impliquer une 
augmentation des ADN methyltransférases (Dnmt). Ces enzymes catalysent le transfert du 
groupement méthyle de la SAM sur un résidu cytosine. Chez des rats déficients en 
méthionine, choline et folates, et développant une hépatocarcinogenèse, il a, en effet, été 
observé une diminution simultanée des concentrations hépatiques de SAM et une 
augmentation des niveaux de l’ARNm et de la protéine Dnmt1, susceptibles d’entraîner une 
hyperméthylation de gènes importants dans le processus néoplasique (Ghoshal et al., 2006). 
Indépendamment de la diminution de la disponibilité de leur substrat, les Dnmt pourraient 
donc être surexprimées et contribuer ainsi aux effets délétères de la déficience en PDM. In 
vitro, une déficience en folates peut aussi provoquer une hypométhylation globale de l’ADN, 




milieu complet (Pogribny et al., 2004; Wasson et al., 2006). Une telle réversibilité n’a 
cependant pas été retrouvée in vivo au niveau leucocytaire après une supplémentation en AF 
d’hommes et de femmes présentant initialement une HHcy modérée (Jung et al., 2011). 
III. 2. 1. 2. Incorporation inadéquate d’uraciles 
La déficience en folates et vitamine B12 entraîne une perturbation de la synthèse de dTMP du 
fait d’un défaut de méthylation du dUMP (Fenech, 2012). Cette dernière molécule s’accumule 
alors dans la cellule au détriment du dTMP et peut être alors incorporée par erreur dans 
l’ADN au cours de sa synthèse (« misincorporation » d’uraciles). Une incorporation 
inadéquate d’uraciles dans l’ADN peut survenir au cours d’une déficience en PDM, 
indépendamment d’une HHcy (Achon et al., 2009). Ainsi, l’incorporation d’uracile dans 
l’ADN de colonocytes exposés à un milieu déficient en folates a été montrée 5 fois plus 
élevée que dans des cellules contrôles après 14 jours (mais inchangée après 7 et 10 jours) 
(Duthie et al., 2008). De même, ce niveau dans l’ADN de lymphocytes humains en culture, 
ainsi que la quantité de cassures de brins, étaient inversement proportionnels à la quantité 
d’AF apportée par le milieu (Duthie et al., 1998).  
Des études in vivo ont également montré l’effet de la déficience en certains PDM, 
principalement les folates, sur l’incorporation inadéquate d’uracile dans l’ADN. Chez le rat, 
une incorporation anormale d’uraciles dans l’ADN a été rapportée au niveau colique ou 
lymphocytaire, après respectivement ingestion d’un régime déficient en vitamine B12 pendant 
10 semaines ou en folates pendant 24 semaines (Choi et al., 2004; Duthie et al., 2010). De 
même, chez des souris, un régime déficient en folates a induit une augmentation de 
l’incorporation d’uraciles dans l’ADN par la diminution de l’expression de l’enzyme TDG 
(Thymine DNA glycosylase) qui excise les appariements aberrants U-G (Uracile-Guanine) 
présents (Knock et al., 2011). Il faut toutefois noter qu’une supplémentation avec 1 mg/jour 
d’AF pendant 3 ans n’a pas entraîné de diminution de ce processus dans les leucocytes, ainsi 
que dans la muqueuse colorectale de patients américains présentant un adénome à ce niveau 
(Hazra et al., 2010).  
Les études sur cellules et chez l’animal montrent que la déficience en folates, entraîne 
principalement une incorporation anormale d’uraciles dans l’ADN. Or, l’incorporation de 
dUMP dans l’ADN, au lieu de la dTMP, va non seulement induire des mutations mais aussi 
générer des cassures simples et double brins de l’ADN, des cassures chromosomiques et la 




observée dans la cancérogenèse. Ceci pourrait, en partie, expliquer l’association existante 
entre la carence en folates et le développement de certains cancers. 
 
III. 2. 1. 3. Stabilité/réparation de l’ADN 
Une des conséquences de l’incorporation d’uraciles dans l’ADN et de son hypométhylation 
















Figure 22 : Conséquences de l’altération de la méthylation de l’ADN et de son 
incorporation anormale d’uraciles. D’après Lindberg et al., 2007 
 
Les micronoyaux se forment dès qu’un chromosome ou un fragment de chromosome n'est pas 
incorporé dans l'un des noyaux fils lors de la division cellulaire. Il a été mis en évidence 
qu’une déficience en folates et, à un degré moindre, en choline, augmentait la fréquence des 
micronoyaux et des bourgeons nucléaires dans des lymphocytes humains sains en culture ex 
vivo (Lindberg et al., 2007; Lu et al., 2012b). Ce phénomène a aussi été inversement corrélé à 
la concentration sérique d’AF et de vitamine B12 dans les lymphocytes de volontaires sains 
âgés de 22 à 56 ans (Milić, 2010). Peu d’études ont spécifiquement analysé l’impact de 
l’apport en choline sur l’intégrité de l’ADN et des chromosomes. Une augmentation des 
dommages à l’ADN a toutefois été rapportée au niveau des lymphocytes de sujets sains âgés 
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de 18 à 70 ans après 42 jours de consommation d’un régime déficient en choline (da Costa et 
al., 2006). Une supplémentation en folates seuls ou combinés à la vitamine B12 atténuait 
l’augmentation de la fréquence des micronoyaux dans les lymphocytes de patients souffrant 
d’insuffisance rénale (Stopper et al., 2008). Les folates sont aussi particulièrement impliqués 
dans la réparation de l’ADN. Il a été montré qu’une déficience de 14 jours dans des 
colonocytes humains entraîne ex vivo, une augmentation des cassures de l’ADN et une 
diminution des capacités cellulaires à les réparer (Duthie et al., 2008). Cette augmentation des 
dommages à l’ADN a également été décrite dans le cas d’autres lignées cancéreuses de 
l’épithélium colique humain après 32 jours de déficience (Crott et al., 2008). L’organisme 
dispose alors de systèmes de réparation de l’ADN. La déficience nutritionnelle en folates chez 
des rats augmente de 25% l’activité d’enzymes jouant un rôle dans la réparation de l’ADN 
(OGG-1 : O-alkylguanine-DNA alkyltransférase et MGMT : méthylguanine 
méthyltransférase) (Duthie et al., 2010).  
 
Une autre cible de la déficience en PDM est l’ADN mitochondrial (ADNmt), celui-ci est en 
renouvellement permanent aussi bien dans les cellules se divisant que dans celles 
différenciées. Un régime déficient en folates, dans le cerveau de souris âgées Ung-/- (modèle 
n’exprimant pas l’uracil-DNA glycosylase qui catalyse l’élimination des uraciles 
anormalement incorporées à l’ADN) entraîne la délétion d’un fragment chromosomique de 
l’ADNmt (Kronenberg et al., 2011). La déficience en folates pourrait donc contribuer à la 
neurodégénération via l’altération de l’ADNmt (Fenech, 2010). Cette dernière peut induire 
une modification du nombre, de la taille et de la fonction des mitochondries, avec des 
conséquences délétères sur l’apport en énergie aux tissus, notamment le cerveau et le cœur 
dont les besoins sont élevés (Chang et al., 2007; Chou et al., 2007; Mancuso et al., 2007; 
Chou et al., 2009).  
 
La méthylation et la réparation de l’ADN sont au cœur de la régulation épigénétique. Du fait 
de son implication dans ces processus, la déficience en PDM influe sur l’expression des 
gènes. 
 
III. 2. 2.  Expression génique 
L’expression d’un grand nombre de gènes peut être affectée par une déficience nutritionnelle 




le métabolisme et le transport des lipides, le stress oxydant et le stress du RE (Sharma et al., 
2006). L’effet de l’HHcy sur l’expression de gènes pourrait, en partie, être lié à l’élévation de 
SAH qui inhibe les réactions de transméthylation, altérant ainsi la méthylation des gènes 
(Jiang et al., 2007). 
Un des principaux risques d’une déficience maternelle en folates mais aussi en vitamine B12 
et en choline est l’apparition d’une AFTN chez le fœtus. Des mécanismes épigénétiques tels 
que l’altération de la méthylation globale de l’ADN, de la méthylation d’histones ou le 
remodelage de la chromatine, des déterminants importants de l’expression génique, sont 
associés aux AFTN lors de la déficience en PDM (Greene et al., 2011). La déficience en 
méthionine, AF et choline chez le rat modifie l’expression de 33 gènes intervenant notamment 
dans le développement du système nerveux, en relation avec les mécanismes épigénétiques 
décrits précédemment (Pogribny et al., 2008). Champier et al. (2012) ont montré qu’une 
déficience nutritionnelle en folates induisait la surexpression de 64 gènes et la sous-
expression de 5 autres dans le foie de souris (Champier et al., 2012). Ces gènes codaient pour 
des protéines membranaires et mitochondriales et intervenaient principalement dans la 
dégradation des acides gras. L’expression de gènes codant pour des protéines impliquées dans 
la régulation du rythme circadien et dans la synthèse des lipides est également perturbée par la 
déficience en folates.  
Par ailleurs, chez le rat, les apports maternels en choline en période prénatale ont un impact 
sur la vitesse de croissance des tumeurs du sein induites chimiquement chez la progéniture, 
les 2 paramètres étant en effet inversement corrélés (Kovacheva et al., 2009). La 
supplémentation des mères en choline induisait dans les tumeurs notamment la sous-
expression de 10 gènes associés à un pronostique défavorable parmi lesquels jag1 (jagged 1) 
et Bcar3 (Breast cancer antieostrogen resistence 3). L’étude a également mis en évidence une 
hyperméthylation et une expression réduite du gène Sfn (Stratifin) en situation de déficience 
en choline. Les apports en choline mais aussi en folates et vitamine B12 pourraient donc 
contribuer à la régulation épigénétiques et être ainsi capables d’affecter l’expression génique 
chez la génération suivante. 
 
III. 2. 3.  Protéines 
La déficience en PDM et l’HHcy peuvent affecter l’abondance et la fonction des protéines 





III. 2. 3. 1. Homocystéinylation 
Une des modifications post-traductionnelles (MPT) affectant la fonctionnalité des protéines 
est l’homocystéinylation de leurs résidus amino-acyles. Comme présenté dans la Figure 23, 
l’HTL, thioester cyclique de l'Hcy, est générée suite à l’incorporation erronée par la 
methionyl-tRNA synthase (MetRS) d’une Hcy au lieu d’une méthionine dans une séquence 







AMP : adénosine monophosphate; ATP : adénosine triphosphate; HTL : homocystéine thiolactone; MetRS : 
méthionyl-tRNA synthase; PPi: diphosphate inorganique  
 
Figure 23 : Formation de l’homocystéine-thiolactone. D’après Jakubowski et al. 2000  
Le mécanisme de synthèse implique 2 étapes : 
(1) Le groupement carboxyle de l’Hcy est activé par l'ATP et lie l’AMP :  
                  MetRS + Hcy + ATP               MetRS + Hcy + AMP + PPi 
(2) Cyclisation de la molécule : la fonction thiol de l’Hcy a un impact sur la chaîne latérale : elle 
se lie au groupement carboxyle et forme l’HTL en libérant l’AMP.  
 
 
Hcy-thiolactone protéine εN-Lys                                            Hcy-εN-Lys-protéine 
 
Figure 24 : Homocystéinylation des résidus lysyles de protéines. Les Hcy-εN-Lys-






Des HHcy génétiques et nutritionnelles conduisent à une augmentation de la formation 
d’HTL, que ce soit chez l’homme ou l’animal (Borowczyk et al., 2012; Khodadadi et al., 
2012). Ainsi, un régime enrichi en méthionine, ainsi que les génotypes CBS-/- et MTHFR-/-,  
induisent une augmentation des concentrations plasmatiques d’HTL chez la souris; le même 
effet a été observé chez des patients homocystinuriques (Glowacki et al., 2010). 
L’homocystéinylation introduit dans les protéines de nouveaux résidus thiols qui peuvent 
s’oxyder et former des ponts disulfures, conduisant à des malformations structurales et 
fonctionnelles et à leur agrégation (Jakubowski, 2000). Les protéines circulantes telles que 
l’albumine et le fibrinogène sont facilement homocystéinylées et ont été de ce fait, les plus 
étudiées (Jakubowski, 2011). Il a notamment été montré que des concentrations élevées en 
HTL entraînaient une augmentation de la polymérisation du fibrinogène en fibrine dans le 
plasma humain sain et par voie de conséquence, du risque de formation de caillots sanguins 
(Malinowska et al., 2011). L’agrégation des protéines homocystéinylées pourrait contribuer 
aux pathogenèses neurodégénératives ou cardiovasculaires (Paoli et al., 2010). En effet, la 
neurotoxicité du peptide amyloïde β dans la maladie d’Alzheimer pourrait être liée à l’effet de 
l’homocystéinylation de certains de ses résidus lysyles sur son accumulation cellulaire, 
comme observé dans le modèle de cellules  neuronales immortalisées PC12 (Khodadadi et al., 
2012). 
III. 2. 3. 2. La carbonylation 
Une autre conséquence possible de la déficience en PDM et de l’HHcy associée est la 
carbonylation des protéines du fait de la génération d’un stress oxydant. Cette MPT oxydative 
est irréversible. La formation de groupements carbonyles (aldéhydes ou cétones) dans les 
protéines peut s’effectuer par différents mécanismes. Tout d’abord, les résidus lysine, 
arginine, proline et thréonine sont particulièrement sensibles à l’oxydation catalysée par les 
métaux. De plus, des dérivés carbonylés peuvent se former sur des résidus lysine, cystéine et 
histidine par des réactions secondaires avec des sucres réducteurs ou des composés 
dicarbonylés dérivés des sucres (produits de glycoxydation et produits finaux de glycation 
avancée ou AGEs) (Aldini et al., 2006). Enfin, la formation de carbonyles peut résulter d’une 
interaction entre des résidus amino acyles protéiques et des produits de la peroxydation 
lipidique, tels que le HNE ou le MDA (Vieira et al., 2000; Poli et al., 2008b). Les protéines 
carbonylées doivent être dégradées par le système protéolytique puisqu’elles sont irréparables. 
Si leur quantité est trop importante, elles ne peuvent être éliminées par le système 




certaines protéines a ainsi été mise en évidence dans le myocarde de patients souffrant d’une 
insuffisance cardiaque mais également en post-mortem dans le cerveau de patients atteints de 
la maladie d’Alzheimer (Barone et al., 2011; Brioschi et al., 2012). Il en est de même dans le 
cas de protéines plasmatiques de jeunes patients atteints d’homocystinurie : un traitement de 
11 ans avec la pyridoxine, l’AF, la bétaine et la vitamine B12 a pu ramener leur niveau total 
de carbonylation à celui des protéines plasmatiques de sujets sains (Vanzin et al., 2011).  
Une augmentation de la carbonylation protéique a aussi été observée chez le rat au cours 
d’une stéatose hépatique induite par l’éthanol mais pas dans le cas d’une stéatose induite par 
une déficience en choline (Domenicali et al., 2005; Galligan et al., 2012). Dans ce dernier cas, 
les protéines hépatiques deviennent plus sensibles à la carbonylation chez des rats 
ischémiés/reperfusés après un jeûne de 18 h (Domenicali et al., 2005). Par ailleurs, il a été 
observé une augmentation de la quantité de HNE dans le foie de souris ayant une stéatose 
hépatique provoquée par une déficience en choline (Min et al., 2012). Le statut altéré en 
choline pourrait donc induire une peroxydation des lipides conduisant à la formation de HNE 
qui a la capacité de se lier à certains acides aminés (Poli et al., 2008a). Or l’augmentation de 
la formation de carbonyles a été régulièrement retrouvée dans le développement de 
pathologies cardiovasculaires, neurodégénératives et de cancers (Negre-Salvayre et al., 2008). 
La carbonylation des protéines est également augmentée chez le rat après une déficience 
nutritionnelle en folates, notamment ex vivo au niveau des mitochondries d’hépatocytes isolés 
(Chang et al., 2007). Une supplémentation en AF du milieu de culture de ces cellules permet 
de diminuer le niveau de carbonylation protéique. Hung et al. ont même tenté de cibler les 
protéines sensibles à la carbonylation. Leur étude protéomique a permis d’identifier GRP75, 
la tropomyosine et de la vimentine comme cibles dans des cellules musculaires lisses de rats 
exposées à une concentration d’Hcy de 100 µM (Hung et al., 2009). Ces changements 
pouvaient être atténués en présence d’un extrait végétal antioxydant (le salvia miltorrhiza). 
 
III. 2. 3. 3. Les protéines de la matrice extracellulaire 
La matrice extracellulaire (MEC) joue un rôle essentiel dans le soutien structural, l'adhérence, 
le mouvement et la régulation de la cellule. Les constituants de la MEC ont de nombreux 
domaines de liaison avec les cellules, facilitant leur adhérence mutuelle et leur organisation en 
tissus. Les principales macromolécules de la MEC sont des polysaccharides 
(glycosaminoglycanes et protéoglycanes) et des protéines fibreuses, de structure (collagènes 




interactions cellule-cellule et cellule-MEC (Labat-Robert, 2012). Le remodelage cellulaire 
constitue un processus physiologique nécessaire pour la morphogenèse des tissus et la 
réparation cellulaire et entraîne une dégradation de la MEC. Cette dégradation est hautement 
régulée et dépendante des métalloprotéinases (MMP) et de leur inhibiteurs, TIMP (Brew et 
al., 2010). Il existe 23 isoformes de MMP qui ont pour rôle de dégrader les protéines de la 
MEC (Murphy et al., 2008). L’Hcy agirait sur la structure de la MEC. En effet, une étude 
récente réalisée in vitro et ex vivo avec des fibroblastes humains en culture a montré que la 
fibronectine pouvait être homocystéinylée et ainsi causer une diminution de sa liaison avec la 
fibrine, ces deux protéines jouant un rôle dans l’adhérence des différents constituants de la 
matrice (Hubmacher et al., 2011).  Les MMP sont des marqueurs de l’altération de la MEC : 
leur expression, généralement faible dans les tissus sains, augmente lors des processus de 
remodelage tissulaire pathophysiologiques via l’action des Mitogen-Activated Protein 
Kinases (MAPK). L’Hcy à une concentration de 0,3 mM, induit une augmentation de 
l’abondance et de l’activité de MMP-9 dans des macrophages péritonéaux de souris en culture 
(Lee et al., 2012). De plus, l’Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK), un membre de la 
famille des MAPK, jouerait un rôle prépondérant dans l’induction de MMP-9 par l’Hcy. Il a 
aussi été montré que la SAH pouvait augmenter la quantité de MMP-2 dans des cellules 
microgliales (Lin et al., 2009). Ces différentes observations montrent que l’excès d’Hcy dans 
les cellules pourrait perturber l’organisation de la MEC et augmenter l’activation des MMP et 
par conséquent, conduire à la rupture de la plaque d’athérome (Holven et al., 2006).  
 
III. 2. 4.  Lipoprotéines et lipides intracellulaires 
Les lipoprotéines (LP) sont de grands complexes de protéines et de lipides, hydrosolubles, qui 
transportent ces derniers dans tout l’organisme. Les LP de très faible densité (VLDL : very 
low density lipoproteins), de densité intermédiaire (IDL : intermediary density lipoproteins) et 
de faible densité (LDL: low density lipoproteins) transportent les lipides endogènes du foie 
vers les tissus utilisateurs. Les LP de haute densité (HDL : high density lipoproteins) 
transportent le cholestérol des tissus vers le foie. Leur membrane externe est une monocouche 
de phospholipides contenant du cholestérol libre et une ou plusieurs apolipoprotéines (par 
exemple ApoA, ApoB, etc.) et, leur partie centrale contient des triglycérides (TG), des esters 
de cholestérol et d’autres molécules en petites quantités comme des vitamines liposolubles.  
Plusieurs études ont établi un lien entre une déficience en PDM, une HHcy et les lipides. 




risque de l’HHcy chez ces adolescents étaient le polymorphisme du gène MTHFR C677T, la 
déficience en folates ainsi que celle en cHDL (fraction du cholestérol dans les HDL) (Gil-
Prieto et al., 2009). Par ailleurs, l’HHcy est également corrélée (i) positivement à 
l’hypertriglycéridémie, un autre facteur de risque d’athérosclérose, chez des patients atteints 
de maladie pulmonaire obstructive chronique (Fimognari et al., 2009) et (ii) négativement aux 
concentrations plasmatiques de cHDL et d’ApoAI, le principal constituant des HDL, chez des 
patients ayant subi une angiographie coronarienne (Xiao et al., 2011). De même, les niveaux 
circulants d’Hcy, de LDL et de LDL oxydés de patients ayant une athérosclérose étaient plus 
élevés que ceux de sujets sains, tandis que l’inverse était observé pour les niveaux de folates, 
de HDL et d’ApoAI. Le niveau de vitamine B12 était en revanche similaire dans les 2 groupes 
(Seo et al., 2010). Des résultats similaires ont été rapportés dans des modèles animaux 
d’HHcy. Ainsi, Mikeal et al. (2009) ont montré que l’HHcy de souris MTHFR+/- était corrélée 
à une hypertriglycéridémie due à une diminution de la concentration d’ApoAI (Mikael et al., 
2009). Des études sur des cellules endothéliales en culture et sur le plasma humain ont, de 
plus, montré que l’Hcy peut se fixer sur les ApoB (Zinellu et al., 2006; Zinellu et al., 2009). 
Cette homocystéinylation des apolipoprotéines peut induire un stress oxydant, une altération 
des LDL et une dysfonction endothéliale comme nous le verrons dans le chapitre 4. 
Des concentrations plasmatiques élevées de bétaine ont, par ailleurs, été associées à des 
quantités faibles de cholestérol non HDL (correspondant au cholestérol allant vers les tissus 
pouvant provoquer un risque de surcharge en cas d’excès) dans une cohorte de patients 
atteints de maladie des artères coronaires (Lever et al., 2011). Ceci est à rapprocher de 
l’utilisation régulière de régimes déficients en bétaine ou en choline pour générer des modèles 
animaux de stéatose hépatique (Fu et al., 2010b; Marcolin et al., 2011). En effet, l’absence de 
choline, indispensable à la synthèse des VLDL, bloque le transport des TG à l’extérieur des 
hépatocytes conduisant à leur accumulation intracellulaire. Les concentrations plasmatiques 
en TG, cholestérol et phospholipides sont néanmoins aussi augmentées par une déficience 
nutritionnelle en choline chez le rat (Grattagliano et al., 2000).   
L’action des PDM sur le statut lipidique pourrait résulter de leur impact sur l’expression de 
gènes, notamment ceux intervenant dans la régulation de la synthèse ou de la β-oxydation des 
acides gras. En effet, le niveau des ARNm des gènes des récepteurs activés par les 
proliférateurs de peroxysomes (PPAR), notamment PPARα et PPARγ, était augmenté de 25% 
dans le foie de rates gestantes nourries avec un régime déficient en folates, choline et 




récepteurs nucléaires liant naturellement les lipides. PGC-1α joue un rôle de coactivateur 
transcriptionnel, notamment sur l’activité des PPAR. Sous la forme de dimères, ces derniers 
agissent comme des facteurs de transcription d’une variété de gènes, dont certains participent 
au métabolisme des lipides et à l'adipogenèse. Le PPARα aurait une action sur le niveau de 
cHDL en induisant la transcription d’ApoAI (Mikael et al., 2006).  
 
III. 2. 5.  Métabolisme énergétique mitochondrial 
La déficience en PDM et l’excès d’Hcy pourraient être impliqués dans l’altération 
mitochondriale. Ainsi, l’activité de la carnityl palmito-transférase (CPT I) et la vitesse de la β-
oxydation hépatiques étaient diminuées chez le rat ayant développé une stéatose suite à un 
régime déficient en choline (Serviddio et al., 2011) (Cf. encadré*). Par contre, la déficience 
en folates et vitamine B12 n’induisait pas de modification de l’activité CPT I mais altérait la 
vitesse d’oxydation du palmitoyl-coA (Pooya et al., 2012). Dans le modèle d’HHcy sévère 
chez la souris CBS-/-, l’activité des acétyl-CoA acétyltransférases intervenant dans la 
quatrième et dernière étape de la β-oxydation est significativement diminuée (Namekata et 
al., 2004). 
 
*La mitochondrie joue un rôle clé dans la production d’énergie et particulièrement en 
situation de carence nutritionnelle. Elle a un rôle central dans la β-oxydation des acides gras 
en acétyl-CoA, laquelle délivre des coenzymes réduits (NADH et FADH2) utilisés pour la 
synthèse d'ATP. Les acides gras à chaînes courte et moyenne (C < 10) peuvent directement 
entrer dans la mitochondrie alors que ceux à longue chaîne (C > 11) y sont transportés via un 
processus multi-enzymatique. Dans le cytosol, l'acide gras libre est activé par une liaison 
thioester au coenzyme A (CoA) sous l’action de l'acyl-CoA synthétase. Le groupe acyl ainsi 
fixé est ensuite transféré sur la carnitine sous l’action de la carnitine acyl-transférase (encore 
appelée carnitine palmitoyltransferase I, CPT I) située dans la membrane externe 
mitochondriale. Puis l'acyl-carnitine est transférée à travers la membrane vers la matrice 
mitochondriale grâce aux 2 autres enzymes du système carnitine palmitoyltransferase : la 
carnitine-acylcarnitine translocase (CAT) et la carnitine palmitoyltransferase II (CPT II) 
situées dans la membrane interne mitochondriale.  
 
Les PPAR participent au contrôle de la β-oxydation mitochondriale. L’activation de PPARα 
par les fibrates augmente l’expression de CPT I dans le foie et le muscle de hamster soumis à 
un apport hyperlipidique durant 3 jours (Minnich et al., 2001). Une déficience maternelle en 
folates et vitamine B12 alimentaires induit une hypométhylation de PGC-1α dans le foie de 




également de l’expression de gènes de la β-oxydation des acides gras (Garcia et al., 2011). La 
β-oxydation serait donc perturbée par une déficience en PDM et une HHcy.  
Des études ont montré que la déficience en certains PDM peut également altérer le 
fonctionnement de la chaîne respiratoire (Cf. encadré*). Une diminution de l’activité des 
complexes I et II a ainsi été observée dans le foie de ratons issus de mères déficientes en PDM 
(Pooya et al., 2012). Le fonctionnement de la chaîne respiratoire pourrait aussi être altéré du 
fait du déséquilibre pro-oxydant généré par l’accumulation d’Hcy. En effet, cette dernière, 
ainsi qu’une supplémentation en méthionine, modifient la génération de ERO (H2O2) au 
niveau des complexes I et III de différents tissus (cœur, foie, cerveau et rein) du rat (Gomez et 
al., 2011).  
 
*La chaîne respiratoire est localisée dans la membrane interne mitochondriale. Cette chaîne 
de transport d'électrons est constituée de quatre complexes protéiques : complexe I : NADH-
coenzyme Q oxydoréductase, complexe II : succinate-coenzyme Q oxydoréductase, complexe 
III : coenzyme Q-cytochrome c oxydoréductase et complexe IV : cytochrome c oxydase. Une 
grande partie de l'énergie produite dans les voies cataboliques se retrouve contenue dans le 





IV. DEFICIENCE EN PDM ET PHYSIOPATHOLOGIES 
CARDIOVASCULAIRES (CV) 
 
IV. 1. Anatomie du système cardiovasculaire  
Le système cardiovasculaire est constitué du cœur, des artères et des veines pour le transport 
du sang. Les capillaires assurent la continuité entre les artères et les veines; ils forment un 
réseau dense permettant l'irrigation des tissus. 
IV. 1. 1. Le cœur  
Chez l’homme, le cœur est un organe musculaire creux qui se situe dans le médiastin, 2/3 à 
gauche et 1/3 à droite de la ligne médiane. Il assure la circulation du sang dans tout 
l'organisme, permettant aux cellules de recevoir l’oxygène et les nutriments. Chaque jour, il 
pompe l'équivalent de 8000 litres de sang pour un équivalent de 100 000 battements 
cardiaques.  
Constitué de deux oreillettes et deux ventricules, le cœur est aussi séparé par le septum en 
deux parties, droite et gauche (Figure 25). Sa structure est constituée de 3 parties : 
   l’endocarde, où passent les nerfs et les vaisseaux sanguins,  
  l’épicarde, membrane séreuse formant la paroi interne du péricarde,  
  le myocarde, partie véritablement active du cœur, constitué de 3 types de cellules 
(les cardiomyocytes contractiles, les cellules nodales et les cellules endocrines).  
Le tissu cardiaque est constitué pour 30% de cardiomyocytes qui représentent 75% du volume 
total du myocarde et assurent la contraction musculaire (Zak, 1973; Frank et al., 1974; Joseph 






Figure 25 : Anatomie du cœur. 
 
L’activité cardiaque est un phénomène constitué de deux phases, la systole et la diastole :  
 la systole est la phase de contraction du muscle cardiaque (myocarde) durant 
laquelle les ventricules se remplissent de sang, puis sous l’effet de la pression, l’éjectent dans 
l'aorte et l'artère pulmonaire. 
 la diastole est la phase durant laquelle le ventricule du myocarde se relâche. 
L’ouverture des valvules auriculo-ventriculaires permet simultanément le passage du sang des 
oreillettes vers les ventricules. Leur fermeture signe la fin du remplissage ventriculaire et le 
début d’une nouvelle systole. 
 
Le cœur se développe progressivement à partir de la 3ème semaine de la vie embryonnaire; il 
est le premier organe fonctionnel de l'organisme. Le stade postnatal est marqué par la fin de 
l’hyperplasie cellulaire. Au stade adulte, l’augmentation de la masse musculaire est 
essentiellement due à l’augmentation de la taille des cardiomyocytes. Ces derniers sont à la 
base de l’activité contractile du cœur. Chez le rat, 90% des cardiomyocytes sont binucléés 
(seulement 50% chez l’homme). 
Le myocarde est composé de cellules myocytaires, contractiles et non-myocytaires dont la 
cohésion est assurée par un squelette fibreux formé par la MEC. L’organisation et la 
proportion de chaque type cellulaire ainsi que les interactions entre chaque composant vont 




distingue les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses et les fibroblastes 
(Baudino et al., 2006). 
 
IV. 1. 1. 1. Les cellules myocytaires  
La fonction de contraction cardiaque des cardiomyocytes  
Ce sont des cellules musculaires striées qui, à la différence de celles du muscle squelettique, 
présentent la caractéristique essentielle de se contracter spontanément de façon rythmique en 
l’absence de commande nerveuse. Cette propriété est également observée in vitro. Bien que 
spontanée, l’activité contractile du myocarde est toutefois sous le double contrôle de 
l’innervation parasympathique qui ralentit le rythme cardiaque (neurotransmetteur = 
l’acétylcholine (ACh)) et de l’innervation sympathique qui l’accélère (neurotransmetteur = la 
noradrénaline). Les cardiomyocytes ont une forme de cylindre dont les extrémités présentent 
des bifurcations permettant leur interconnexion pour former un réseau tridimensionnel 
complexe (myotubes). Leurs mitochondries sont plus grosses et plus nombreuses, et leurs 
grains de glycogène plus abondants que dans les cellules musculaires striées squelettiques.  
 
La fonction de conduction cardiaque est liée aux cellules cardionectrices  
Le tissu cardionecteur est organisé en « nœuds » et « faisceaux ». Les cellules cardionectrices 
sont des cardiomyocytes spécialisés dans l’initiation et la conduction de la contraction 
musculaire. Ces cellules dites nodales forment le nœud sino-auriculaire, le "stimulateur" de 
l’excitation cardiaque. D’autres cellules cardionectrices assurent non pas une fonction 
d’initiation mais de transmission de l’excitation. Elles forment alors des faisceaux circulant 
dans la paroi myocardique. C’est le cas du faisceau de His qui se divise rapidement en deux 
branches principales puis se ramifie vers la pointe du cœur dans l'ensemble des parois 
ventriculaires puis en réseau de Purkinje. La contraction cardiaque se fait ainsi d'abord à partir 
de la pointe du cœur rendant efficace la vidange ventriculaire vers les orifices valvulaires. 
 
La fonction endocrine cardiaque est liée aux cellules myoendocrines 
Les cardiomyocytes endocrines sont des cellules situées essentiellement dans les oreillettes, 
sites de sécrétion des facteurs natriurétiques contribuant à la régulation de la pression 





- l’ANP (atrial natriuretic peptide) qui est sécrété par les cellules myoendocrines 
atriales en réponse à une dilatation auriculaire. Ce peptide est considéré comme un 
biomarqueur d’hypertrophie cardiaque (Lu et al., 2012a). 
- le BNP (brain natriuretic peptide) qui est sécrété par les cellules myoendocrines 
ventriculaires en réponse à l'élévation de pression en fin de diastole et à l'augmentation de 
volume. Ce facteur peptidique est couramment dosé lorsqu’une insuffisance cardiaque est 
recherchée. 
 
IV. 1. 1. 2. Les cellules non myocytaires 
On distingue les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales. Les cellules 
musculaires lisses sont des cellules irrégulières en forme de bâtonnets avec habituellement un 
seul noyau. Elles possèdent une longueur moyenne de 100 µm pour un diamètre de 15 µm.  
 
IV. 1. 2. L’endothélium et les cellules endothéliales vasculaires (CEV) 
L’endothélium constitue une interface cellulaire entre le sang circulant et la paroi interne de 
tous les vaisseaux sanguins. Les CEV sont pavimenteuses et allongées dans le sens de 
l’écoulement du sang. Leur surface est lisse, minimisant ainsi les frottements et optimisant le 
flux sanguin. Elles forment une monocouche continue constituant une barrière métabolique et 
protectrice dans les conditions physiologiques. L’endothélium maintient les vaisseaux dans un 
état d’équilibre entre vasodilatation et vasocontraction selon les conditions, et inhibe la 
prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV). Dans des états 
pathologiques comme l’athérosclérose, le dysfonctionnement des CEV entraîne une 
augmentation des réponses vasoconstrictrices, l’adhésion des plaquettes et la prolifération des 
CMLV.  
L’endothélium a deux fonctions principales importantes : 
La régulation du tonus vasomoteur 
Elle s’effectue via la libération de différentes substances endothéliales pouvant agir 
localement, après diffusion dans les CMLV sous-jacentes, ou sur des vaisseaux éloignés, 
après transfert dans la circulation. Certaines de ces substances sont vasodilatatrices comme le 
NO et la prostacycline, d’autres sont vasoconstrictrices comme l’endothéline (ET) et le 
platelet activating factor (PAF). Le NO traverse la membrane endothéliale pour diffuser 
rapidement (sa demi-vie courte est estimée entre 3 et 30 secondes) dans la circulation 




dernières, par sa fixation sur l’hème, il active la guanylate cyclase soluble qui catalyse la 
formation de GMP cyclique, activateur de la protéine kinase G (PKG). Cette enzyme 
contribue (i) à diminuer les stocks de calcium libre cytosolique et (ii) à inhiber la contraction 
des CMLV en agissant sur la phosphatase qui déphosphoryle la chaîne légère de la myosine, 
provoquant la rupture de l’interaction de cette dernière avec l’actine.  
 
La modulation de l’hémostase primaire et de la coagulation 
L'hémostase permet d'interrompre le saignement et ainsi éviter l'hémorragie. La phase 
primaire consiste en l'adhésion des plaquettes au vaisseau sanguin lésé et leur agrégation en 
vue de la formation d’un caillot. L’activation des protéines de la coagulation vise ensuite à 
former le caillot définitif avant l’action des mécanismes de réparation tissulaire et de 
fibrinolyse. L’endothélium a une activité anticoagulante qui veille notamment à limiter la 
génération permanente de thrombine. Cependant, sous l’effet de différents facteurs physiques 
ou chimiques, les CEV peuvent aussi orienter leur programme génétique vers un phénotype 
procoagulant afin de limiter les dommages créés par une infection, un traumatisme ou une 
inflammation. L’endothélium contribue donc aussi à l’équilibre entre état anti- et pro-
coagulant dans l’organisme.  
 
IV. 1. 3. Les vaisseaux sanguins 
Les vaisseaux sanguins sont composés de trois couches superposées (Figure 26) : 
l’intima est la couche la plus interne. Elle est formée par un endothélium reposant 
sur une lame basale.  
la media ou tunique moyenne est la plus épaisse et importante. Elle est formée de 
CMLV qui lui confèrent des propriétés contractiles. Ainsi, c’est elle qui permet le changement 
de diamètre des vaisseaux.  
l’adventice est la tunique la plus externe. Elle est fibreuse et formée de tissu 
conjonctif. On y trouve aussi les filets nerveux assurant l’innervation végétative et aboutissant 






Figure 26 : Les différentes couches des vaisseaux sanguins. 
 
IV. 1. 3. 1. Le système artériel et veineux 
Le système artériel du cœur comporte une composante élastique et un système résistif. La 
composante élastique est dans les grosses artères proches du cœur. En systole, ces dernières 
emmagasinent l'énergie développée par le ventricule gauche et la restituent en diastole en 
assurant l'écoulement du sang. Leur compliance ou distensibilité, c'est-à-dire la capacité des 
vaisseaux à se distendre sous une pression, dépend de la qualité intrinsèque de la paroi, en 
particulier de sa composante élastique et fibreuse. Le système résistif est constitué par les 
artérioles périphériques. Le niveau des résistances vasculaires est hautement variable. Les 
plus grosses artères du cœur sont les artères coronaires régulièrement explorées par 
coronarographie pour la détection de problème. 
L'aorte qui quitte le cœur au niveau de l'orifice de sortie du ventricule gauche est la plus 
grosse des artères systémiques. Son élasticité naturelle lui permet d'amortir les importantes 
élévations de pression lors de la période de contraction cardiaque. Le retour élastique de cette 
même paroi pendant la période de repos cardiaque permet de conserver dans le réseau artériel 
une pression minimale (pression diastolique).  
Les veines ramènent le sang vers le cœur et les poumons. Elles ont une faible teneur en 




IV. 2.   Métabolisme cardiaque 
Le cœur est un organe très riche en lipides en raison de son matériel membranaire, 
particulièrement des mitochondries qui occupent près de 30% de son volume. Plus de 90% du 
métabolisme cardiaque est aérobie. La mitochondrie fournit l’ATP nécessaire à la contraction 
musculaire tandis que les transports ioniques du sarcolemme sont responsables de l’activité 
électrique des cellules cardiaques (Aon et al., 2012). 
 
IV. 2. 1.   Couplage excitation-contraction 
Les cardiomyocytes se composent de myofibrilles formées par l’enchaînement d’unités 
contractiles nommées « sarcomères » (Figure 27). Ces derniers regroupent des myofilaments 
fins constitués d’actine associé à de la tropomyosine et de la troponine et des myofilaments 
épais constitués de myosine.  
 
Figure 27 : Schéma d’un sarcomère. Un sarcomère se trouve entre 2 stries Z. La bande M 
est uniquement constituée de filaments épais (myosine) tandis que la bande A est constitué de 
filaments fins (actine + troponine + tropomyosine) et de filaments épais. Le rapprochement 
des filaments fins et épais conduit à la réduction de la longueur des sarcomères au sein des 
cardiomyocytes générant une contraction. Adapté de Frank et al., 2011 
 
La transmission du potentiel d’action le long du sarcolemme de chaque cellule provoque un 
raccourcissement du sarcomère à l'origine de la contraction (Frank et al., 2011). En effet, lors 
de la dépolarisation membranaire se produit un influx calcique depuis le milieu extracellulaire 




libération de calcium intracellulaires (notamment présents dans le réticulum sarcoplasmique) 
qui se lient à la troponine C et génère un changement de conformation du complexe 
troponine-tropomyosine. Les sites actifs d’actine ainsi libérés, vont activer l’ATPase des têtes 
de myosine et permettre une libération d’énergie nécessaire au glissement des myofilaments 
de myosine par rapport au myofilaments d’actine (Bers, 2002). 
 
 
Figure 28 : Couplage excitation-contraction. Durant la systole (flèches rouges, le calcium 
pénètre dans la cellule afin de permettre la contraction des myofibrilles. Lors de la systole 
(flèches vertes), le stock de calcium est repompé dans le réticulum sarcoplasmique ou exporté 
hors de la cellule par des pompes calciques présentes sur le sarcolemme. Adapté de Bers et 
al., 2002. 
 
IV. 2. 2.   Sources énergétiques cardiaques 
Dans des conditions physiologiques normales, les principales sources d’énergie du myocarde 
sont issues de la β-oxydation des acides gras (AG) et de la glycolyse/métabolisme du pyruvate 




                                                
Figure 29 : Métabolisme énergétique du cœur. Le métabolisme cardiaque a 3 
composantes : L’utilisation de substrat (1 : cadre rouge) est nécessaire pour la production 
d’énergie (2 : cadre vert) ; puis l’ATP est transféré vers les sites de consommation (3 : cadre 
bleu): a.g : acides gras ; Cr : créatine ; PCr : Phosphocréatine.  
 
La membrane mitochondrial interne est imperméable aux AG à longue chaîne. Ils nécessitent 
donc un système de transporteurs spécifiques (CPT I et II). Dans la mitochondrie, les AG sont 
ensuite dégradés par les enzymes de la β-oxydation, en libérant de l’acétyl-CoA. Le glucose 
entre, quant à lui, dans la cellule cardiaque via les transporteurs GLUT1 et GLUT4. La 
glycolyse permet sa transformation en pyruvate qui est métabolisé en acétyl-CoA dans la 
mitochondrie sous l’action du complexe pyruvate déshydrogénase. Le pyruvate peut 
également être carboxylé en oxaloacétate, par la voie anaplérotique, et entrer ainsi dans le 
cycle de Krebs (Des Rosiers et al., 2011). L’acétyl-CoA est ensuite dégradé via le cycle de 




l’oxydation des AG contre 10 à 40% provenant de l’oxydation du glucose (Nagoshi et al., 
2011). Ce cycle produit les équivalents réduits (NADH et FADH2) nécessaires à la chaîne 
respiratoire de la membrane mitochondriale pour la phosphorylation oxydative produisant 
l'ATP à partir d'ADP, de phosphate et d'oxygène. En condition pathologique (avec par ex., 
élévation de la fréquence cardiaque ou de la pression sanguine), où la demande en énergie est 
augmentée il y a un shift vers une plus grande utilisation du glucose. Par exemple, en cas 
d’hypoxie ou d’ischémie, malgré le maintien de la captation cellulaire des AG et de leur β-
oxydation mitochondriale, la formation d’ATP est diminuée du fait d’un manque d’oxygène et 
donc d’une phosphorylation oxydative inefficace (Kienesberger et al., 2012). Chaque glucose 
catabolisé par la voie anaérobie ne génère que 2 ATP, au lieu de 38 par la voie aérobie, ce qui 
ne permet plus de satisfaire la demande en énergie du cardiomyocyte, qui est placé alors en 
situation de déficit énergétique (Nagoshi et al., 2011).  
 
IV. 3.   Maladies cardiovasculaires 
Selon la définition de l’OMS, les MCV constituent un ensemble de troubles affectant le cœur 
et les vaisseaux sanguins. Elles regroupent diverses pathologies telles que l’insuffisance 
cardiaque, les cardiopathies coronariennes (angor, infarctus du myocarde), les accidents 
vasculaires cérébraux, les artériopathies périphériques, les cardiopathies rhumatismales ou 
encore les thromboses veineuses profondes et embolies pulmonaires. La plupart de ces 
évènements sont en réalité la traduction clinique d’une pathologie chronique et évoluant sur 
des dizaines d’années : l’athérosclérose. Cette dernière se caractérise par des remaniements et 
un épaississement de l’intima des grosses et moyennes artères aboutissant à la formation de la 
plaque d’athérome, encore appelée lésion athéromateuse (chape fibreuse entourant un corps 
lipidique).  
L’infarctus du myocarde est la conséquence immédiate de l’occlusion complète de l’artère 









Figure 30 : Processus pathologiques de l’athérothrombose. Adapté du site 
http://www.123bio.net/cours/ 
 
Cette obstruction résulte majoritairement d’une rupture de la plaque d’athérome et entraîne in 
fine une diminution de l’apport sanguin (ischémie) au niveau du cœur. Le cœur se cicatrise 
ensuite mais ses capacités de contraction sont dès lors fortement altérées. Durant les mois qui 
suivent, le ventricule gauche peut se dilater progressivement (« remodelage »), ce qui altère 
son activité de « pompe » et engendrer une complication redoutable de l’infarctus, 
l’insuffisance (ou défaillance) cardiaque. Cette anomalie de la fonction cardiaque est 
responsable de l'incapacité du myocarde à assurer un débit sanguin suffisant pour couvrir les 
besoins énergétiques de l'organisme.  
La défaillance cardiaque peut être le reflet d'une anomalie de la contraction du muscle 
cardiaque ventriculaire (dysfonction systolique) ou de son remplissage (dysfonction 
diastolique), voire des deux mécanismes. Elle peut résulter d’une diminution de la contraction 
du ventricule (dysfonction systolique), de son remplissage par altération de la relaxation et de 
la compliance (dysfonction diastolique), ou de ces deux étapes. La contractilité myocardique 
peut par exemple être altérée du fait d'une oxygénation insuffisante des cardiomyocytes par 




L’insuffisance cardiaque peut également résulter de la perte de la capacité des cavités 
cardiaques à se dilater, par exemple dans le cas d'une fibrose réduisant l'élasticité du cœur, 
d'une hypertrophie du myocarde ou d'une myocardiopathie dilatée idiopathique. 
 
IV. 4.  Le cycle de l’homocystéine dans les cellules cardiaques 
Le cycle de l’Hcy et de la méthionine dans les cellules cardiaques est particulier. Chen et al. 
(1999) ont montré que les activités enzymatiques et l’abondance des protéines CBS et BHMT 
sont très faibles dans le cœur humain. Ces observations suggèrent qu’il est limité dans sa 
capacité à métaboliser l'Hcy via ces voies (Chen et al., 1999). La seule possibilité de 
reméthylation de l’Hcy en méthionine passe donc par la voie catalysée par la MS dépendante 
des folates et de la vitamine B12 (Finkelstein, 1998). Par conséquent, le cœur apparaît 
particulièrement sensible à une augmentation de l’homocystéinémie. 
 
IV. 5.  Conséquences physiologiques et métaboliques de la déficience en PDM au 
niveau cardiovasculaire 
La déficience en PDM et l’HHcy altèrent la fonction cardiovasculaire à différents niveaux. 
Leur impact sur les vaisseaux sanguins et le cœur, ainsi que les mécanismes 
physiopathologiques sous-jacents actuellement connus, sont décrits ci-après dans le cas de 
l’athérosclérose, la thrombose et l’insuffisance cardiaque. Ces 3 conditions sont présentées 
séparément bien qu’étant inter-reliées. 
 
IV. 5. 1. Athérosclérose 
IV. 5. 1. 1. Dysfonction endothéliale 
Les mécanismes de la dysfonction endothéliale : L’endothélium joue un rôle important dans la 
circulation sanguine, les réactions de coagulation ou encore dans l’activation des plaquettes. 
La dysfonction endothéliale est caractérisée par une atténuation de la réponse dilatatrice de 
l’endothélium. Elle serait prédictive quant à la survenue de complications cardiovasculaires 
(Cai et al., 2000; Luk et al., 2012). En outre, l’anomalie vasculaire la plus couramment 
observée dans des modèles murins d’HHcy est la dysfonction endothéliale, principalement lié 
à l’altération de la eNOS (Dayal et al., 2007, 2008a). La déficience en PDM et l’HHcy 
agissent sur l’équilibre entre les facteurs vasoconstricteurs et vasodilatateurs de 
l’endothélium. Comme déjà évoqué dans le chapitre 3, ils peuvent affecter la production de 




ApoE-/-, développant une hypercholestérolémie sévère ainsi qu’une athérosclérose dans des 
conditions alimentaires normales, une HHcy induite par un régime enrichi en méthionine et 
pauvre en folates entraîne une diminution de la capacité vasodilatatrice de l’endothélium 
stimulée par l’injection carotidienne d’acétylcholine (Wilson et al., 2007). De même, une 
HHcy (40 µM) induite par l’administration de méthionine chez le rat a été associée à une 
diminution de 70% du niveau plasmatique de NO et une altération de la vasodilatation de 
l’endothélium aortique (Yan et al., 2010). Des effets similaires, dose-dépendants, ont été 
observés in vitro sur des anneaux aortiques de rats traités avec 0,01 à 1 mM d’Hcy (Zhang et 
al., 2012a).   
L’altération de la biodisponibilité du NO est multifactorielle. Ainsi, une inhibition de 
l’activité eNOS, via sa phosphorylation au niveau de la thréonine 495 par activation de la 
phosphokinase C et sa déphosphorylation au niveau de la serine 1177 par désactivation de 
Akt, a été associée à l’effet de l’Hcy sur la disponibilité du NO et sur le dysfonctionnement 
endothélial en résultant (Yan et al., 2010; Cheng et al., 2011). De plus, l’Hcy semble capable 
d’agir sur la voie DDAH/ADMA comme nous l’avons déjà évoqué dans le chapitre 3. Des 
concentrations plasmatiques d’ADMA ont été associées avec une altération de la vasodilation 
dépendante de l’endothélium, au niveau des artères coronaires de singes rendus 
hyperhomocystéinémiques après un régime enrichi en méthionine et déficient en folates 
(Boger et al., 2000). L’élévation plasmatique d’ADMA a aussi été corrélée avec la 
dysfonction endothéliale chez des rats hyperhomocystéinémiques et chez des hommes 
présentant une HHcy due à une surcharge en méthionine (Boger et al., 2001; Stuhlinger et al., 
2003; Fu et al., 2005). Au niveau cellulaire, une étude sur les HUVEC montre qu’une 
incubation de 72 heures avec 30 µM d’Hcy inhibe l’activité de la eNOS via l’augmentation de 
son inhibiteur, l’ADMA. En effet, l’Hcy agit indirectement sur la eNOS, d’une part, en 
induisant une hypométhylation des îlots CpG du promoteur du gène ddah2 conduisant à une 
augmentation de la transcription de ce gène et, d’autre part, en diminuant l’activité de la 
DDAH2 (Zhang et al., 2007). Toutefois, dans une étude plus récente, aucune différence n’a 
été observée entre les concentrations d’ADMA dans des HUVEC traitées avec 10 à 300 µM 
d’Hcy (Zhang et al., 2012a). De plus, dans des cellules endothéliales murines MS-1 traitées 
avec 1 mM d’Hcy, une diminution de la production de NO était même observée 
conjointement à une réduction du niveau d’ADMA sans altération du niveau des ARNm de la 
DDAH (Dayal et al., 2008b). Ceci montre donc l’implication d’autres facteurs dans le 




montré que l’Hcy pourrait aussi réduire l’expression du transporteur cellulaire de l’arginine 
(CAT1), conduisant à une diminution de la quantité d’arginine disponible pour la formation 
de NO, sans affecter ni l’expression, ni l’activité de l’enzyme eNOS (Jin et al., 2007).  
La dysfonction endothéliale peut aussi résulter d'une inactivation du NO par les radicaux 
libres, notamment les anions superoxydes. Ceci se traduit par une diminution de sa 
biodisponibilité dont une des conséquences est l’altération de la vasodilatation NO-
dépendante. L’augmentation des dommages oxydatifs superficiels par des radicaux libres 
néoformés constitue un des mécanismes majeurs de l’impact de l’HHcy sur l’endothélium. Li 
et al. (2002) ont en effet montré qu’un traitement par l’Hcy (40 µM), atténue la production de 
NO induite par les bradykinines et active la formation d’O2
- dans des artères rénales isolées de 
rats, sans toutefois altérer l’activité de la eNOS (Li et al., 2002). Une augmentation de la 
production d’O2
- a également été observée dans des CMLV et des HUVEC exposées 6 heures 
à 100 µM d’Hcy, ainsi que dans des aortes de rats présentant une HHcy à 25,5 µM. L’O2
- 
ainsi produit par les cellules vasculaires, proviendrait d’une augmentation de l’activité de la 
NADPH oxydase induite par l’HHcy (Edirimanne et al., 2007). L’utilisation de curcumine, 
d’AF ou d’antioxydants, chez des animaux hyperhomocystéinémiques, atténuerait la 
production d’O2
- (Ungvari et al., 2003; Ramaswami et al., 2004; Hwang et al., 2011), tout 
comme la vitamine B12 sur des cellules endothéliales exposées à 150 µM d’Hcy (Moreira et 
al., 2011). De plus, la dilatation des artérioles cérébrales induite par l’ACh chez les souris 
CBS+/+ et CBS+/- nourries avec un régime riche en méthionine est restaurée par un « piégeur » 
d’O2
- (Dayal et al., 2004). Cet anion serait donc un médiateur majeur de la dysfonction 
endothéliale induite par un excès d’Hcy cellulaire. L’Hcy pourrait aussi induire la formation 
de ONOO- qui serait bloqué par la supplémentation en L-arginine qui augmenterait la quantité 
de NO produit (Jin et al., 2007). Au vu de ces résultats, l’amélioration de la fonction 
endothéliale pourrait donc passer par des mécanismes antioxydants. Ainsi une étude a montré 
que la surexpression de la GPx1 protège les souris hyperhomocystéinémiques de dysfonction 
endothéliale (Weiss et al., 2001). L’effet protecteur de la GPx1 serait relié à la réduction de 
l’H2O2 et du peroxynitrite (Lubos et al., 2007).  
Un autre effet de l’augmentation de l’Hcy cellulaire dans le développement de 
l’athérosclérose est la génération d’un stress du RE (Zhou et al., 2009). L’expression des 
molécules chaperones, hsp70 et 90 et de GRP78/BIP est augmentée dans les lésions 
athérosclérotiques précoces et tardives chez des souris apoE-/- hyperhomocystéinémique 




les lésions athérosclérotiques a aussi été observée dans un modèle de lapins nourris avec un 
régime enrichi en méthionine (Zulli et al., 2009). Par ailleurs, le stress du RE induit par l’Hcy 
peut conduire à l’apoptose des cellules endothéliales ainsi qu’à l’activation de voie 
inflammatoire. 
 
L’HHcy peut-elle réellement induire l’athérosclérose ? L’effet délétère de l’HHcy sur la 
fonction endothéliale semble bien démontré. Néanmoins, elle ne suffit pas à induire 
l’athérosclérose. En effet, les modèles animaux d’HHcy ne développent pas spontanément de 
lésions athérosclérotiques. En revanche, l’HHcy en accélère son développement, notamment 
dans des modèles de souris ApoE-/- (Hofmann et al., 2001; Wilson et al., 2007). Hofmann et 
al. (2001) rapporte chez des souris apoE-/- hyperhomocystéinémique (vs souris apoE-/- 
nourries avec un régime contrôle) que la lésion aortique est plus large et complexe. Ces 
résultats ont été confirmés par Wilson et al. (2007) qui montrent en plus, la présence d’un 
stress du RE via l’accumulation de la protéine PERK au niveau de la lésion aortique (Wilson 
et al., 2007). Aussi, en utilisant des approches génétiques et nutritionnelles afin d’obtenir des 
souris hyperhomocystéinémiques et hypercholestérolémiques (souris LDLr-/- et CBS+/- 
nourries avec un régime déficient en folates et enrichi en méthionine), il a été montré qu’une 
diminution de l’homocystéinémie restaure la fonction endothéliale sans toutefois inhiber le 
développement de l’athérosclérose. A l’inverse, la réduction de la cholestérolémie se révèle 
anti-athérogénique mais sans effet sur la fonction endothéliale (Jacobs et al., 2011). En 
combinant les deux, il a été observé une amélioration de la fonction endothéliale et une 
inhibition du développement de l’athérosclérose. Récemment, dans ce même modèle, Zhang 
et al. (2012) ont montré que l’HHcy sévère (275 µM) accélère l’athérosclérose via 
l’augmentation de marqueurs de l’inflammation (TNFα, IL-6) et du stress oxydant (O2
-) 
(Zhang et al., 2012b). Les études montrent donc que l’HHcy n’induirait pas directement 
l’athérosclérose mais accélérerait son développement. 
 
L’impact des PDM sur le fonctionnement endothélial : L’impact de variations du statut en 
folates sur le fonctionnement endothélial a aussi été rapporté. Une étude sur 82 enfants et 
leurs mères a montré une altération de la vasodilatation endothéliale des vaisseaux de la peau, 
chez des enfants nés avec un petit poids corporel et dont les mères présentaient une 
concentration érythrocytaire en folates significativement inférieure à celle des mères d’enfants 




d’Hcy des nouveau-nés et de leurs mères n’étaient pas corrélés au dysfonctionnement 
endothélial (Martin et al., 2007). Les conclusions de l’étude étaient donc qu’un statut 
maternel bas en folates pourrait être un facteur de risque cardiovasculaire modulable chez le 
nouveau-né.  
Une étude en double aveugle a montré qu’une supplémentation en AF de 8 semaines 
améliorait la FMD (« Flow mediated dilatation » Cf. encadré*) et diminuait l’oxydation des 
LDL chez des enfants atteints d’insuffisance rénale chronique (Bennett-Richards et al., 2002).  
 
La « vasodilatation dépendante du flux sanguin » ou, en anglais « Flow Mediated 
Dilation » (FMD) est un paramètre dynamique fréquemment mesuré pour l’évaluation 
dynamique de la fonction endothéliale. Elle décrit l'augmentation du diamètre d'un vaisseau, 
généralement l'artère brachiale, qui en réponse à un stress ischémique (occlusion de l'avant-
bras avec un brassard pneumatique) provoque une augmentation brusque du flux sanguin. La 
libération de NO par l’endothélium contribue en grande partie à l'augmentation du diamètre 
artériel (dilatation) mesurée à l'aide d’une technique d’échographie non invasive, avant et 
après l'ischémie. La FMD est calculée en divisant le diamètre maximum de dilatation de 
l’artère par son diamètre de base. 
 
Des effets similaires ont été observés sur la fonction endothéliale de patients atteints de 
maladies des artères coronaires puisqu’une supplémentation de 5 mg/j d’AF pendant 6 
semaines améliore significativement leur FMD. Néanmoins, cette amélioration n’était pas 
corrélée avec la diminution de l’homocystéinémie due à la supplémentation en AF (Doshi et 
al., 2001). Plus récemment, des résultats identiques, à savoir une amélioration de la FMD  
sans corrélation avec l’Hcy, ont été trouvés chez des patients ayant eu un infarctus du 
myocarde et supplémentés avec 10 mg/j d’AF pendant 6 semaines (Moens et al., 2007). Une 
supplémentation en AF (400 µg/j et 5 mg/j pendant 7 semaines) améliore également la FMD 
et diminue la quantité d’O2
- vasculaire chez des patients atteints de maladies des artères 
coronaires. Il est important de souligner que la dose d’AF la plus élevée n’induit pas 
d’amélioration supplémentaire sur ces paramètres. Une supplémentation d’AF de 400 µg/j 
suffit à améliorer la fonction endothéliale (Shirodaria et al., 2007). Les folates auraient donc 
la capacité de moduler les mécanismes de vasoconstriction/vasodilatation indépendamment de 
l’Hcy. Cette hypothèse a été vérifiée dans des études cellulaires. L’exposition de cellules 
HUVEC à des LDL diminue la production d’endothéline-1, un facteur vasoconstricteur, mais 
cet effet peut être contrecarré par la présence de 5-mTHF (100 µM). En revanche, le 
traitement avec 100 µM d’AF ou de vitamine B12 ne restaure pas le niveau de l’endothéline-1 





- produit par la eNOS découplée et activer directement l’enzyme en 
augmentant la disponibilité de son cofacteur la BH4 (Stroes et al., 2000). Un autre élément clé 
du cycle des folates est la DHFR. Sa surexpression dans des cellules endothéliales bovines en 
culture, restaure la production de NO et diminue celle d’O2
- (Chalupsky et al., 2005). Cette 
enzyme régénère la BH4 à partir de la BH2 et par voie de conséquence, agit en faveur du 
couplage de la eNOS (Crabtree et al., 2011). La supplémentation, en folates principalement, 
semblerait donc améliorer le fonctionnement de l’endothélium via leur action sur le NO. 
Le dysfonctionnement de l’endothélium peut entraîner une augmentation de sa perméabilité 
conduisant à un passage accru des LDL dans l’espace sous-endothélial et donc à un risque de 
développement de la plaque d’athérome.  
 
IV. 5. 1. 2. Développement de la plaque d’athérome  
L’athérome implique un remaniement important de l’intima des artères de gros et moyen 
calibre. L’accumulation de lipides, glucides complexes, sang et produits sanguins, tissus 
adipeux, dépôts calcaires et autres minéraux à ce niveau entraîne un rétrécissement du lumen. 
Des concentrations d’Hcy élevées et de folates réduites ont été mesurées dans le plasma de 
patients présentant des débits sanguins faibles au niveau de leurs artères coronaires, suggérant 
un épaississement des parois artérielles (évalué par angiographie) (Riza Erbay et al., 2005; 
Yoon et al., 2012).  De même, chez des souris MTHFR-/- hyperhomocystéinémiques, il a été 
observé une accumulation de dépôts lipidiques au niveau de l’aorte (Chen et al., 2001). Dans 
un modèle de souris ApoE-/- recevant un régime hyperlipidique (mais pas chez celles recevant 
un régime normal), la formation de plaques athéromateuses peut être augmentée lorsque ce 
régime est simultanément dépourvu de folates (McNeil et al., 2011). Cette dernière condition 
pourrait donc aggraver le développement de la plaque d’athérome mais, seule, serait incapable 
de l’induire. 
L’évolution et l’installation de la plaque d’athérome sont des processus complexes qui se font 
en plusieurs étapes. Même si la séquence des évènements n’est pas encore complètement 
élucidée, il semble que la première est la pénétration de LDL dans l’intima. A ce niveau, 






















Figure 31 : Implication de l’homocystéine dans les différentes étapes de 
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Une augmentation significative de l’homocystéinylation des apoB a, en effet, été observée 
parallèlement à une diminution de la liaison glutathion-apoB chez des patients atteints de 
syndrome coronarien aigu (Zinellu et al., 2012). L’Hcy se lierait même de manière dose-
dépendante aux LDL. Par ailleurs, l’exposition de cellules endothéliales humaines à des LDL-
homocystéinylées augmente leur production d’ERO (Zinellu et al., 2009). Au cours du 
processus de formation de la plaque d’athérome, les LDL internalisés dans l’espace sous-
endothélial sont ensuite oxydés (LDLox) par des ERO issus des CEV, macrophages ou 
CMLV. L’Hcy ainsi libérée des LDL pourrait participer, à ce niveau, à des réactions du stress 
oxydant. 
Les LDLox déclenchent une réponse inflammatoire de l’endothélium caractérisée par la 
production de cytokines (IL-1, TNFα), l’expression de molécules d’adhésion en surface 
(Sélectine E, ICAM-1 : intercellular adhesion molecule 1, VCAM-1 : Vascular cell adhesion 
protein 1) et la sécrétion de facteurs chiomioattractants (MCP-1). Une HHcy peut induire 
l’expression de plusieurs de ces molécules. En effet, l’expression des molécules d’adhésion 
ICAM-1, sélectines-E et -P et VCAM-1 est augmentée dans des cellules endothéliales 
cultivées en présence de concentrations élevées d’Hcy (Alkhoury et al., 2011). 
L’augmentation des niveaux d’ARNm et de la protéine VCAM-1 nécessite l’activation de 
l’expression de son facteur de transcription NF-κB et la phosphorylation de IκB (inhibiteur de 
NF-κB). Par ailleurs, une augmentation de l’activité NADPH oxydase par l’Hcy induit la 
formation d’ERO qui contribuerait, en partie, à l’activation de NF-κB (Carluccio et al., 2007). 
L’implication du stress oxydant a été suggérée car un traitement avec du resvératrol, un 
polyphénol ayant des propriétés anti-oxydantes, permet de contrecarrer l’induction de 
l’expression de VCAM-1 par l’HHcy. Malgré l’inefficacité d’un traitement à la vitamine B6 
ou aux folates sur l’expression de cette protéine, un régime enrichi en bétaine chez des rats 
peut aussi diminuer l’induction de l’expression des molécules d’adhésion ICAM-1 et de 
VCAM-1 en diminuant l’activation de NF-κB via l’atténuation du stress oxydant (Go et al., 
2005). Enfin, il a été montré récemment que l’albumine homocystéinylée pouvait également 
augmenter la fixation de monocytes sur des cellules endothéliales en culture via l’induction de 
l’expression de ces 2 molécules d’adhésion (Capasso et al., 2012).  
La progression de la plaque d’athérome se caractérise ensuite par le « pouvoir 
chimioattractant » des LDLox vis-à-vis des monocytes, favorisant leur adhésion à la surface 
de l’endothélium ainsi que leur conversion en macrophages dès qu’ils pénètrent dans 




inflammatoire pro-athérogène est maintenu par la libération continue des cytokines et des 
molécules d’adhésion par les LDLox. Par ailleurs, les CMLV vont proliférer et les 
macrophages piégés dans l’espace sous endothélial vont capter et internaliser une grande 
quantité de LDLox par l’intermédiaire de récepteurs tels que SR-AI (scavenger receptor AI) 
ou CD-36 (thrombospondin receptor). Les LDLox internalisés provoquent l’augmentation de 
l’expression du facteur chimioattractant des monocytes (MCP-1) par les macrophages et les 
CMLV de la plaque, augmentant ainsi la migration et l’infiltration des 
monocytes/macrophages dans la paroi artérielle. L’Hcy peut intervenir à cette étape puisqu’à 
des concentrations comprises entre 0,1 et 1 mM, elle peut augmenter les niveaux d’ARNm, de 
libération et d’activité de MCP-1 et d’IL-8 dans des monocytes humains en culture (Zeng et 
al., 2003). Par ailleurs, l’Hcy semble avoir des effets plus importants lorsqu’elle est liée à des 
protéines. Par exemple, à une concentration faible (1 µM), l’albumine homocystéinylée peut 
induire, dans des co-cultures de cellules endothéliales et de monocytes, l’expression des 
molécules d’adhésion VCAM-1 et ICAM-1, et de plusieurs facteurs potentiellement impliqués 
dans le remodelage vasculaire tels que ADAM17 (Disintegrin and metalloproteinase domain-
containing protein 17), MCP-1 et Hsp60 (Capasso et al., 2012). Ces deux études montrent que 
l’augmentation de l’abondance de ces protéines inflammatoires par l’Hcy passe par 
l’activation des voies de signalisation p38 MAPK et ERK1/2, ainsi que NF-κB due à une 
production accrue d’ERO par la NADPH oxydase.  
Une augmentation de l’expression génique et protéique de MCP-1 et de VCAM-1 a également 
été observée dans l’aorte de rats rendus hyperhomocystéinémiques par un régime riche en 
méthionine. L’apport simultané d’un supplément d’AF permettait d’atténuer ces 
modifications (Li et al., 2006; Li et al., 2007). Des effets similaires d’un enrichissement en 
méthionine ou en AF chez le rat ont été retrouvés dans une autre étude au niveau de 
l’expression de plusieurs molécules d’adhésion (MCP-1, VCAM-1 et sélectine-E), à 
l’exception d’ICAM-1 (Wang et al., 2002). En revanche, un régime enrichi en bétaine ne 
permettait pas de réduire l’expression de MCP-1 chez des souris ApoE-/- au bout de 14 
semaines (Lv et al., 2009). 
Les macrophages se surchargent ensuite de cholestérol et se transforment en cellules 
spumeuses. L’accumulation de ces cellules contribue à la formation de stries lipidiques 
caractéristiques de la plaque au stade précoce. La plaque lipidique évolue ensuite en une 
structure fibro-lipidique du fait du remodelage de la MEC et de la migration de CMLV de la 




macrophages. La MEC est la composante principale de l'intima de l'artère normale, 
représentant jusqu'à 60% de son volume. Elle est constituée en majorité d’élastine (90%) 
auxquelles s’ajoutent la fibrilline et le collagène. De même que le vieillissement, le 
développement de la plaque d’athérome est associé à une perte d’élasticité de la MEC et à une 
augmentation de sa teneur en collagène, inextensible. Son altération a été observée dans des 
modèles animaux d’HHcy. Ainsi, une augmentation des dépôts de collagène a été rapportée 
dans la media de l’artère mésentérique de souris MTHFR+/- (présentant une HHcy modérée) 
(Neves et al., 2004). A l’inverse, la teneur en élastine de cette artère était diminuée dans un 
autre modèle de souris modérément hyperhomocystéinémiques (CBS+/-) comparativement à 
des souris sauvages (Munjal et al., 2011). Ce remodelage de la MEC implique des cytokines 
pro-inflammatoires et des facteurs de croissance régulant la production de collagène et 
d’élastine par les CMLV, mais aussi des MMP sécrétées par les macrophages. Cette altération 
de la MEC conduit à un changement phénotypique des CMLV dans l’intima : elles y adoptent 
un phénotype sécrétoire et prolifératif (sécrétion de protéases, de cytokines et de protéines de 
la MEC) à l’opposé de leur caractéristique différenciée et contractile (riche en α-actine et 
chaîne légère de la myosine) dans la media. L’Hcy pourrait agir sur l’expression des MMP 
d’après plusieurs études. L’exposition de cellules HUVEC avec des concentrations d’Hcy 
supérieures à 50 µM entraîne une augmentation de l’expression et de l’activité des MMP-9 et 
MMP-2 (Chaussalet et al., 2004). D’autres études ont également observé dans des CMLV 
mises en présence de concentrations pathologiques d’Hcy (50 et 100 µM), une augmentation 
de l’expression et de l’activité de la MMP-2 (Guo et al., 2007; Ke et al., 2010). En revanche, 
une concentration physiologique de 10 µM de cet acide aminé soufré ou de 100 µM d’autres 
thiols tels que la méthionine et la cystéine étaient sans effet sur cette protéine. L’impact de 
l’Hcy sur l’expression de MMP-2 semble être dépendant de la production d’ERO (Ke et al., 
2010). L’AF a, quant à lui, la capacité de diminuer la production de MMP-2 induite par l’Hcy 
dans des cellules CMLV (Guo et al., 2006). Chez des souris hyperhomocystéinémiques, il a 
été reporté une augmentation de l’expression des MMP-2 et -9, une diminution de celle des 
inhibiteurs des métalloprotéinases TIMP-3 et une élévation de  la production d’O2
- et de 
nitrotyrosines; ceci conjointement à la réduction de l’élasticité de l’aorte observée par 
l’augmentation de collagène au détriment de l’élastine (Steed et al., 2010; Steed et al., 2011). 
L’équilibre entre les MMP et les TIMP est important dans le renouvellement de la MEC. 
L’effet inducteur de l’HHcy sur les MMP pourrait être lié à sa capacité de réduire la 




L’Hcy serait également capable d’induire la prolifération des CMLV, étape importante du 
développement de la plaque d’athérome. L’Hcy, à des concentrations supérieures ou égales à 
0,1 mM, augmente la synthèse d’ADN dans les CMLV d’aortes de rats, associée à une 
augmentation des niveaux d’ARNm et des protéines des cyclines D1 et A. Ces protéines 
impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire seraient activées par les voies ERK et Akt 
induites par l’Hcy (Tsai et al., 1994; Chiang et al., 2011). Récemment, une étude a montré 
qu’une quantité élevée de SAH dans les CMLV en culture et chez des souris ApoE-/-, pouvait 
induire leur prolifération et leur migration via un mécanisme oxydatif dépendant de la voie 
ERK1/2 (Luo et al., 2012). L’Hcy pourrait aussi activer la voie p38 MAPK qui induit la 
NADPH oxydase. Cette dernière conduit ensuite à la libération d’ERO activant la 
prolifération des CMLV (Zou et al., 2010). L’Hcy participerait donc à la prolifération des 
CMLV et pourrait même conduire à la nécrose et à l’apoptose de ces cellules. L’addition 
d’AF, dans le milieu de culture, diminue la concentration d’Hcy et pourrait reverser ces effets 
(Buemi et al., 2001). 
Le rétrécissement (sténose) et le durcissement de la paroi artérielle au cours du 
développement de l’athérome réduisent, notamment, le flux sanguin. L’instabilité de la plaque 
peut conduire à sa rupture et ainsi contribuer à la formation d'un caillot (thrombus). 
 
IV. 5. 2.  La thrombose 
L’HHcy pourrait être impliquée dans la thrombose. Il a été observé que la thrombose est 
accélérée au niveau de l’artère carotide de souris CBS+/- mais ne l’est pas chez des souris 
ApoE-/- avec une HHcy modérée sous l’effet d’un régime enrichi en méthionine et pauvre en 
folates (Wilson et al., 2007). La formation du thrombus est un processus complexe qui dépend 
de la mise en route de deux systèmes : la coagulation d'une part et l'activation plaquettaire 
d'autre part. Lorsque la plaque d’athérome rompt, le débit de sang est très ralenti, activant les 
facteurs de coagulation (Francischetti, 2008). Le facteur XII du plasma est tout d’abord activé 
au contact de la paroi interne du vaisseau endommagé. Ceci déclenche alors une cascade de 
réactions conduisant à la stimulation de plusieurs autres protéines de la coagulation (facteur 
XI, facteur IX, facteur VIII) qui activent à leur tour le facteur X. Ce dernier se lie ensuite au 
facteur V pour former la prothrombinase qui catalyse la transformation de la prothrombine 
(facteur II) en thrombine (Jenkins et al., 2012). Cette protéase convertit ensuite le fibrinogène 
en fibrines insolubles contribuant à former le caillot sanguin. Dans les conditions 




clôt le processus de coagulation, permettant la reperméabilisation du vaisseau sanguin réparé 
et la régression du thrombus. Dans l’athérothrombose, le réseau fibrineux formé dans la paroi 
peut évoluer du coté de la lumière vasculaire, où le flux sanguin est rapide, du fait de 
l’agrégation plaquettaire. Le thrombus peut alors atteindre une taille suffisante pour perturber 
l'écoulement et être à nouveau la cible des systèmes de coagulation. Il peut alors être à 
l’origine d’une obstruction ou encore d’une embolie.  
L’altération du statut en PDM et l’HHcy pourraient contribuer au risque thrombotique. Une 
récente méta-analyse montre que de faibles concentrations circulantes en vitamine B12, 
folates mais aussi en vitamine B6 sont des facteurs de risque indépendants de thrombose 
veineuse (Zhou et al., 2012). Aussi, une étude cas-témoins réalisée sur 1225 patients âgés de 
plus de 18 ans (comparativement à 1013 contrôles) a montré que de faibles concentrations 
sériques de vitamine B12 et folates, ainsi qu’une HHcy modérée, sont associées à un risque de 
thromboembolie veineuse (Oger et al., 2006; Oger et al., 2007). Parmi des patients atteints de 
cette pathologie, ceux présentant une HHcy modérée avaient une activité fibrinolytique 
diminuée comparativement à ceux présentant une homocystéinémie normale. Cette variation a 
été associée à l’activation de TAFI (Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor), un inhibiteur 
de la fibrinolyse (Colucci et al., 2008). De même, une étude rétrospective sur des patients 
ayant des antécédents de thromboses veineuses ou artérielles a, de plus, rapporté une 
association entre l’HHcy et des concentrations élevées du facteur VIII (Lijfering et al., 2007).  
Des expérimentations chez l’animal ont vérifié l’hypothèse d’un effet pro-coagulant de l’Hcy. 
Ainsi dans l’étude de Jacobs et al., (2011) des souris CBS+/- présentaient un état pro-coagulant 
et un risque thrombotique réduit après l’abaissement de l’homocystéinémie (Jacobs et al., 
2011). Cet effet proviendrait de la capacité de l’Hcy en excès, à activer certains facteurs de la 
coagulation (Figure 32). L’HHcy induite par une déficience nutritionnelle en folates chez le 
rat, est associée à une augmentation de la vitesse de coagulation, de la taille du caillot sanguin 
et de l’activité fonctionnelle du facteur VIII. En revanche, l’activité des facteurs XII, X et II 
est réduite alors que celle du facteur VII reste inchangée. Une supplémentation en folates chez 
ces animaux a permis de normaliser l’homocystéinémie et de réverser les effets observés sur 
la coagulation et ses facteurs (Ebbesen et al., 2005). De même, un traitement de 3 mois avec 5 
mg/j d’AF annihilait le statut pro-coagulant de patients hyperhomocystéinémiques atteints de 
maladies des artères périphériques, en diminuant et augmentant, respectivement, leurs 

































Facteur XII  Facteur XIIa 
Facteur XI Facteur XIa 
Facteur Facteur IXa  
Facteur VIII 
Facteur X Facteur Xa 
Facteur Va 
Voie intrinsèque  
(cascade de phosphorylation) 
Voie extrinsèque  
(facteurs libérés par les 
tissus altérés)  
Facteur VII  Facteur VIIa  
Facteur II Facteur IIa 
Phospholipides 
Complexe Prothrombinase 
Facteur XIII Facteur XIIIa 






u-PA: Activateur du plasminogène de type urokinase 













Des études plus récentes ont montré l’implication, non seulement de l’Hcy mais aussi de 
l’HTL dans le mécanisme de thrombose. L’HTL comme l’Hcy, inhibe la conversion du 
plasminogène en plasmine, c’est à dire la fibrinolyse. Le mécanisme de cette inhibition 
impliquerait une diminution de l’activité de l’urokinase et de la streptokinase toutes deux 
activatrices du plasminogène (Kolodziejczyk-Czepas et al., 2012). L’Hcy et l’HTL participent 
à l’agrégation plaquettaire. In vitro, des concentrations d’Hcy élevées (50-100 µM) et d’HTL 
beaucoup plus faibles (0,1-1 µM) ne peuvent provoquer à elles seules une agrégation 
plaquettaire. Cependant, elles augmentent significativement l’adhésion des plaquettes au 
collagène et au fibrinogène induite par la thrombine. Les faibles concentrations d’Hcy (10 et 
25 µM) n’ont pas d’effet sur ce phénomène. L’HTL apparait donc beaucoup plus efficace que 
l’Hcy sur l’agrégation plaquettaire puisqu’il participe, à de faibles concentrations (0,1-1 µM), 
aux propriétés d’adhésion des plaquettes (Olas et al., 2008; Malinowska et al., 2012). Une des 
raisons de son efficacité serait sa liaison aux acides aminés libres et la formation de ponts 
disulfures inappropriés au niveau de protéines. Ainsi, le fibrinogène est facilement N-
homocystéinylé par l’HTL in vitro (Jakubowski, 1999, 2000) et est retrouvé in vivo chez les 
personnes dont les gènes de la CBS et de la MTHFR sont mutés (Jakubowski, 2002; 
Jakubowski et al., 2008). De plus, le fibrinogène N-homocystéinylé pourrait conduire à une 
résistance anormale des caillots de fibrines à la lyse contribuant à un risque accru de 
thrombose (Jakubowski, 2008). L’activité de l’antithrombine, le plus important inhibiteur de 
la coagulation sanguine, pourrait également être inhibée par l’HTL (Gugliucci, 2008). L’HTL 
participe donc à la malformation voire à l’inactivation de protéines. Les protéines N-
homocystéinylées ont la propriété de s’agréger, conduisant à l’induction d’un stress du RE, 
d’une réponse UPR, d’une inflammation voire à de l’apoptose (Bogdanski et al., 2008; 
Khodadadi et al., 2012). Un autre mécanisme contribuant à la thrombose serait lié à la 
biodisponibilité du NO. En effet, ce dernier est un inhibiteur de l’agrégation plaquettaire et 
dans les plaquettes, l’Hcy peut inhiber sa synthèse tout en augmentant celle d’O2
-.  
Quant à une supplémentation en AF de 1 mg/j pendant 3 mois, elle permettrait de diminuer la 
formation de thrombine (Undas et al., 2007).  
L’Hcy augmente l’expression et l’activité de certains facteurs de coagulation et diminuerait la 
fibrinolyse, expliquant son rôle dans le développement de thrombose. L’HTL serait plus nocif 






IV. 5. 3.   La défaillance cardiaque 
IV. 5. 3. 1. Implication de la déficience en PDM et/ou de l’HHcy  
Récemment, une étude a évalué si un statut pauvre en folates et en vitamine B12 pouvait 
expliquer la relation entre l’Hcy et le risque d’insuffisance cardiaque. Les résultats 
démontrent que l’HHcy, et non le statut en folates ou en vitamine B12, est corrélée avec la 
sévérité de l’insuffisance cardiaque (Herrmann et al., 2007a). La déficience en PDM et ses 
conséquences au niveau du remodelage cardiaque ont été encore très peu étudiées. En 1986, 
Mohammed et al. observaient que les oreillettes du cœur de moutons carencés pendant 34 
semaines en cobalt et en vitamine B12 étaient nécrosées (Mohammed et al., 1986). 
Néanmoins, dans cette étude l’évaluation des niveaux circulant d’Hcy n’avait pas été réalisée. 
L’essentiel des études porte donc sur les effets de l’HHcy. Bien qu’une absence d’anomalies 
cardiovasculaires ait été rapportée dans une étude sur des souris CBS-/- présentant une HHcy 
sévère (Gupta et al., 2009), les résultats de la majorité des travaux suggèrent l’existence d’un 
impact de l’HHcy sur le risque d’altération cardiaque. Une étude réalisée chez des patients 
insuffisants cardiaques a montré qu’une HHcy modérée (18-30 µM) était associée à une 
augmentation du marqueur d’insuffisance cardiaque, le NT-proBNP (Gueant Rodriguez et al., 
2012). En effet, l’augmentation de la pression intra-ventriculaire entraîne un étirement des 
cardiomyocytes et la synthèse d’une pro-hormone, le pro-BNP. Cette pro-hormone est clivée 
en deux parties: une partie C-terminale active, le BNP, et une partie N-terminale, le NT-
proBNP. Le niveau circulant des peptides natriurétiques représente un indicateur fidèle de la 
souffrance cardiomyocytaire et reflète donc la fonction ventriculaire. Il augmente notamment 
avec l’élévation de la pression diastolique gauche (Ghosh et al., 2011). Dans l’étude 
précédemment décrite, les concentrations élevées de MMA, marqueur de carence en vitamine 
B12, et de NT-pro-BNP mesurées dans le plasma des patients étaient aussi corrélées (Gueant 
Rodriguez et al., 2012).  
Cliniquement, les modifications liées à la défaillance cardiaque se manifestent par des 
atteintes modifiant la taille, la forme et le fonctionnement du cœur. Ainsi, une hypertrophie 
cardiaque a été démontrée chez des souris sauvages ayant développées une HHcy modérée 
après plusieurs semaines de consommation d’une eau enrichie en Hcy. Ces souris présentaient 
aussi une augmentation des parois et une diminution du débit aortique (Steed et al., 2010). De 
même, chez des ratons nés de mères nourries avec un régime déficient en folates, vitamine 
B12 et choline, une HHcy modérée a été reportée conjointement à une accumulation 




ventricule gauche) (Garcia et al., 2011). En outre, l’HHcy peut aussi induire une arythmie 
cardiaque via une augmentation de l’intervalle PR de l’électrocardiogramme (marqueur du 
temps de conduction auriculo-ventriculaire) (Givvimani et al., 2011).  
 
IV. 5. 3. 2. Les mécanismes physiopathologiques de l’HHcy 
Parmi les mécanismes physiopathologiques de l’HHcy, le remodelage de la MEC a été 
proposé. Dans le myocarde sain, les MMP sont latents. En cas d’insuffisance cardiaque et 
d’HHcy, les MMP sont alors activés (Tyagi et al., 1998). Ainsi, l’expression de la MMP-9, de 
la connexine 43 et du collagène était augmentée dans le cœur de souris 
hyperhomocystéinémiques, alors que celle de l’élastine était diminuée, conduisant à une 
fibrose (Givvimani et al., 2011). La rigidité tissulaire conséquente conduit au 
dysfonctionnement diastolique. Dans un modèle d’hypertension, une HHcy intermédiaire ou 
sévère, induite par différents régimes conduisait à une augmentation des dépôts de collagène 
dans le tissu myocardique et de l’épaisseur des parois des artérioles coronaires, ainsi qu’à un 
dysfonctionnement diastolique (Joseph et al., 2002). Joseph et al. (2003) ont montré qu’une 
HHcy intermédiaire induite chez le rat par un régime enrichi en Hcy entraîne une 
hypertrophie du ventricule gauche caractérisée par une augmentation des parois du myocarde 
détectable par échographie (Joseph et al., 2003). L’analyse histologique montrait également 
que les cardiomyocytes des rats avaient un diamètre augmenté associé à une accumulation de 
collagène. L’HHcy serait un stimulus indépendant de l’hypertrophie ventriculaire gauche qui 
mimerait l’action de médiateurs humoraux comme l’angiotensine II et l’aldostérone qui 
initient le dépôt de collagène. La fibrose du myocarde induite par l’HHcy modérée produite 
par une administration prolongée de méthionine chez le rat a été associée à une augmentation 
de TGF-β1 (Raaf et al., 2011). Or ce dernier a été impliqué dans le développement de fibrose 
et d’hypertrophie ventriculaire (Sakata et al., 2008). L’HHcy pourrait aussi induire une 
hypertension via une diminution de la production d’H2S. En effet, l’Hcy inactive par 
homocystéinylation la cystathionine-γ-lyase, ce qui diminue la production d’H2S qui est un 
vasorelaxant (Sen et al., 2010b). En outre, elle peut contribuer au recrutement de cellules 
inflammatoires telles que des mastocytes qui, à leur tour, sécrèteront des médiateurs de 
l’hypertrophie, de la mort cellulaire et de la formation de fibrose (Joseph et al., 2005). Ces 
études montrent clairement que l’excès d’Hcy altère le cœur notamment par l’induction d’une 




Un des effets délétères de l’HHcy est la génération d’un stress oxydant. Une 
homocystéinémie de 100 µM altère la fonction contractile de cardiomyocytes isolées de rats 
et induit leur apoptose par la diminution de protéines anti-oxydantes (par ex. la thioredoxine) 
et l’augmentation de la production d’ERO via l'activation de p38 MAPK (Wang et al., 
2012b). Des rats rendus homocystinuriques par l’injection sous-cutanée d’Hcy présentaient, 
au niveau cardiaque, une augmentation de la formation d’ERO et de marqueurs de la 
peroxydation lipidique et une diminution des SOD et catalase, comparativement à leurs 
témoins. Une administration intra-péritonéale journalière d’AF permettait de contrecarrer 
l’altération du statut redox induite par l’HHcy (Kolling et al., 2011). Les changements 
fonctionnels et structurels engendrés par le stress oxydant contribueraient au remodelage 
myocardique. En effet, une altération de la fonction systolique accompagne une augmentation 
du collagène et de la production de MDA dans le cœur de rats ayant une HHcy modérée. Ces 
paramètres reviennent à la normale lorsque ces animaux sont remis sous un régime normal 
(Devi et al., 2006). De plus, l’incubation de cardiomyocytes avec 100 µM d’Hcy induit une 
augmentation de l’expression des ARNm de MMP-9 et -2 et une diminution de TIMP-4 en 
parallèle d’une augmentation de NOX-4. Ces résultats suggèrent que le remodelage des 
cellules cardiaques est dû au stress oxydant induit par l’Hcy (Mishra et al., 2009).  
Un des organites importants pour le fonctionnement cardiaque et sensible au stress oxydant 
est la mitochondrie. L’Hcy peut aussi altérer le potentiel de membrane mitochondrial par 
l’induction d’un stress oxydant. Dans des cellules endothéliales en culture, issues de la 
microvascularité du cœur de rat, la production d’ERO est accompagnée de la libération de 
cytochrome C. Ce dernier active les caspases qui dégradent de nombreuses protéines 
nucléaires comme les poly(ADP-ribose) polymérases, conduisant au clivage de l’ADN et 
donc à l’apoptose (Tyagi et al., 2006). L’augmentation de la production de H2O2 et d’O2
- a été 
associée à une diminution des activités MnSOD et catalase dans les mitochondries de cœur de 
rats ayant une HHcy sévère (Chang et al., 2004). L’excès d’ERO pourrait également altérer la 
membrane mitochondriale via notamment une production locale de MDA. Chez ces rats, une 
diminution concomitante de l’activité de la Ca2+-ATPase et du flux de calcium contribuait à 
une activité réduite de la chaîne respiratoire mitochondriale (Chang et al., 2004). Cette 
atteinte de la chaîne respiratoire peut aussi être due à des délétions multiples de l’ADN 
mitochondrial dans le cœur des animaux hyperhomocystéinémiques. En effet, un régime 
déficient en folates peut conduire à une délétion de 4834 paires de bases dans l’ADN 




(Cassano et al., 2004; Chou et al., 2007). Cette situation peut aussi conduire à une biogenèse 
mitochondriale compensatoire avec l’activation du facteur de transcription NRF-1 (nuclear 
respiratory factor) qui se fixe sur les régions promotrices des gènes tfam (mitochondrial 
transcriptional factor A) et cytochrome c, induisant ainsi leur expression (Chou et al., 2007). 
L’hypothèse d’une altération de la mitochondrie par l’Hcy a aussi été vérifiée par l’analyse de 
l’ultrastructure de cardiomyocytes isolés de rat. Il en a été déduit que l’HHcy induit une 
augmentation de la perméabilité des mitochondries avec un effet sur leur potentiel électrique 
via notamment l’altération du flux de calcium (Moshal et al., 2008). Ce phénomène a été relié 
à une activation des MMP-2 et -9 via l’activation de l’acide N-méthyl-D-aspartique (NMDA) 
dans ces organites. L’Hcy semble donc générer un stress oxydant pouvant notamment affecter 
l’ADN, la structure et le potentiel de membrane des mitochondries, organites indispensables à 
la production énergétique et au bon fonctionnement cardiaque. Récemment, des auteurs ont 
montré, sur des cœurs isolés de rats, que des concentrations faibles d’Hcy et d’HTL (10 µM) 
pouvaient induire une altération de la contraction cardiaque caractérisée notamment par une 
diminution de la pression systolique du ventricule gauche et du flux sanguin coronarien 
(Zivkovic et al., 2012). En revanche, dans cette étude, l’Hcy et l’HTL n’ont aucun effet sur 
les niveaux de production de TBARS, d’H2O2 ou de libération de NO. L’HTL diminuerait 
même la quantité d’O2
- dans le cœur. Ces résultats sur les marqueurs du stress oxydant sont 
paradoxaux au vu des observations précédentes. L’HTL et l’Hcy pourraient donc affecter le 
cœur par d’autres mécanismes que le stress oxydant. 
Quelques études ont également suggéré une implication de l’Hcy dans l’autophagie et la 
mitophagie. L'autophagie est un processus physiologique de digestion intracellulaire des 
organites et des protéines à durée de vie longue. La réponse autophagique peut être stimulée 
en situation de stress et constituer alors un mécanisme de survie cellulaire et d’adaptation via 
la dégradation des composants cellulaires altérés (Mizushima, 2007). Elle pourrait notamment 
être impliquée dans les maladies cardiaques. L’autophagie débute par la formation d'une 
double membrane appelée « vacuole initiale » ou « autophagosome » qui séquestre le matériel 
cytoplasmique à dégrader. Puis suivent une étape de maturation de l'autophagosome en 
vacuole, et la dégradation complète du matériel séquestré après fusion avec le lysosome. 
L’élimination sélective des mitochondries par autophagie, appelée mitophagie, a été 
récemment décrite. L’activation des MMP, l’augmentation du stress oxydant et l’altération de 
la perméabilité mitochondriale par l’HHcy sont des processus pouvant conduire à 




résulterait plus particulièrement de l’activation de la MMP-9 et du NMDA, et de leurs effets 
délétères sur la respiration mitochondriale (Tyagi et al., 2010). Cependant, les mécanismes 
mis en jeu restent encore à élucider.  
 
IV. 5. 3. 3. Les effets des supplémentations en PDM  
Une supplémentation en PDM permettrait de réverser certains des effets de l’HHcy sur 
l’insuffisance cardiaque. Une supplémentation en AF de 4 semaines pourrait diminuer les 
concentrations déjà élevées de NT-proBNP chez des sujets sains d’en moyenne 57 ans et 
ayant une HHcy (Witte et al., 2005; Herrmann et al., 2007b). Pour autant, l’amélioration du 
statut en PDM n’a pas toujours les effets désirés puisque des concentrations plasmatiques en 
bétaine les plus fortes (>70 µM) sont significativement associées à celles du NT-proBNP chez 
des patients ayant un syndrome coronarien aigu (suite à la fissuration d’une plaque 
d’athérome coronaire) (Lever et al., 2012).  
Dans des modèles animaux, la supplémentation en AF semble améliorer certains paramètres 
cardiaques. Une étude a montré qu’une supplémentation en AF et vitamine B12 pendant 4 
semaines permet d’augmenter la concentration de glutathion et de diminuer la formation de 
MDA, la tachycardie et la nécrose au niveau du cœur de rats (Hagar, 2002). Cependant même 
si ces paramètres sont significativement améliorés, la supplémentation en PDM ne permet pas 
un retour complet aux valeurs normales. Une étude a néanmoins montré qu’une 
supplémentation en AF (2,25 mg/jour) pendant les 4 semaines suivant un infarctus permet, 
chez la souris, de limiter significativement le dysfonctionnement du cœur en améliorant la 
pression et les volumes d’éjection systolique et diastolique, en maintenant la contraction 
myocytaire et en atténuant l’accumulation de collagène via la normalisation des niveaux de 
TIMP et de MMP. La supplémentation en AF permet aussi de restaurer l’expression de la 
CBS, la cystathonine-γ-lyase et la MTHFR altérée par l’infarctus, et ainsi prévenir 
l’augmentation d’Hcy (Qipshidze et al., 2010).  
La supplémentation en PDM semble donc améliorer certains paramètres cardiovasculaires 



































L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) chiffre à environ 1/3 les décès causés par les 
maladies cardiovasculaires dans le monde. Avec le vieillissement de la population, une hausse 
de 50% du nombre de cas d'insuffisance cardiaque et d'infarctus est présagée au cours des 25 
prochaines années. Il parait donc indispensable d’étudier et de prendre en compte tous les 
facteurs de risque et de les étudier. Parmi ceux-ci, l’hyperhomocystéinémie a suscité un 
intérêt croissant puisque le risque associé à une concentration circulante élevée d’Hcy a été 
jugé comparable à celui associé à d’autres facteurs de risque bien reconnus comme 
l'hypercholestérolémie, l'hypertension artérielle ou encore le tabagisme. L’Hcy est un acide 
aminé soufré dont le métabolisme est contrôlé par les précurseurs de méthyles (PDM) telles 
que les vitamines B12 (ou cobalamine) et B9 (ou folates), ainsi que la choline, apportés en 
grande partie par l’alimentation. Leur consommation insuffisante ou leur malabsorption peut 
générer une déficience en ces nutriments avec pour conséquence une élévation des niveaux 
d’homocystéinémie. Des études ont montré qu’une HHcy modérée était associée à un risque 
accru de crise cardiaque, d’accident vasculaire cérébral (AVC) et de thrombose. 
Indépendamment de l’HHcy, une déficience en PDM pourrait, en tant que telle, contribuer 
également au risque de pathologies cardiaques. Depuis plus de 20 ans, de nombreux travaux 
expérimentaux et cliniques ont tenté de caractériser ces associations. Toutefois les 
mécanismes pathogènes restent encore mal connus. De ce fait, dans le cadre de ce projet de 
recherche, mon objectif a été de mieux comprendre les effets d’une déficience en folates ou 
en plusieurs PDM et de l’HHcy pouvant en résulter, sur le protéome cardiaque.  
Dans un premier temps, nous avons recherché des modifications du profil protéique du 
myocarde chez des ratons de 21 jours nés de mères déplétées en PDM (modèle animal de 
déficience nutritionnelle élaboré à l’U954 de l’INSERM) comparativement à des ratons 
témoins du même âge nés de mères normalement nourries. Les ratons expérimentaux 
présentaient une HHcy et une hypertrophie cardiaque. Pour comparer les profils d’expression 
protéique, nous avons réalisé une analyse protéomique basée sur l’électrophorèse 
bidimensionnelle et la spectrométrie de masse. Le but de cette étude était de déterminer les 
voies métaboliques altérées au niveau cardiaque par la déficience en PDM puis d’étudier plus 
particulièrement et précisément certaines protéines d’intérêt parmi celles identifiées. 
Dans un second temps, sur la base des données de la littérature sur les effets d’une déficience 
en PDM ou d’une HHcy, nous avons recherché si cette condition induisait un stress oxydant 




tissulaires d’Hcy favorise son oxydation en homocystine avec formation de peroxyde 
d’hydrogène (H2O2). Les protéines constituent l’une des cibles des radicaux libres ainsi 
produits en subissant différents types de modifications post-traductionnelles (MPT) 
oxydatives dont la principale est la carbonylation. Nous avons recherché si ce type de MPT 
pouvait affecter les protéines du myocarde des rats déficients en PDM et être un des processus 
à l’origine de l’altération du protéome.    
Nous avons alors entrepris une approche cellulaire in vitro afin de mieux comprendre les 
mécanismes responsables des variations d’abondance de plusieurs protéines cibles identifiées 
in vivo par l’analyse protéomique. A notre connaissance, aucun modèle cellulaire cardiaque 
de déficience en PDM n’avait encore été réalisé. Dans un troisième temps, nous avons donc 
développé un modèle de déficience en folates, vitamine B12 et choline, induisant une 
augmentation significative de la production d’Hcy extracellulaire. Cette augmentation peut 
être considérée comme un reflet de l’HHcy observée in vivo. Du fait du rôle majeur des 
folates dans le métabolisme des unités carbonées, un second modèle cellulaire a été réalisé en 
parallèle, déficient uniquement en folates et ne générant pas d’augmentation d’Hcy. Des 
différences ont été recherchées entre les effets cellulaires des deux types de déficiences, 
déficience complète en PDM d’une part et uniquement en folates d’autre part. Nous avons fait 
le choix d’utiliser la lignée de cardiomyoblastes de rat H9c2, régulièrement utilisée comme 
modèle cellulaire d’ischémie ou d’hypertrophie cardiaque. Plusieurs milieux de culture, basé 
sur le milieu MCDB 131, avec différentes teneurs en PDM ont été réalisés dans le cadre de 
cette étude. 
La quatrième et dernière partie de mon travail de thèse a consisté à analyser si les effets de la 
déficience en PDM sur le protéome cardiaque des ratons étaient retrouvés in vitro sur le profil 
protéique des cellules H9c2 et plus spécifiquement sur l’abondance de protéines cibles,  
identifiées dans l’étude in vivo. Ceci a pu être vérifié dans le cas de protéines chaperones ou 
intervenant dans la réponse au stress du réticulum endoplasmique. Ces dernières participent à 
la réparation de protéines malformées ou susceptibles d’être dégradées, du fait par exemple de 
MPT oxydatives par carbonylation comme nous avons pu l’observer in vivo sur la globalité 
des protéines myocardiques. L’impact de cette condition nutritionnelle sur les mécanismes de 
réparation et de dégradation des protéines a été encore peu étudié. Nous avons donc entrepris 
de le faire au niveau de l’expression de plusieurs gènes connus pour être impliqués dans ces 
processus. 
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La section « Matériels et Méthodes » présentée ci-dessous décrit les modèles d’études, animal 
et cellulaire, et les différentes techniques utilisées. Ces données complètent celles apportées 
dans les publications scientifiques qui sont présentées dans la partie « Résultats ». 
La première étude avait pour but (i) de déterminer des changements induits par une 
déficience maternelle en PDM (folates, vitamine B12 et choline) au niveau du protéome 
cardiaque de ratons, (ii) d’évaluer l’implication du stress oxydant dans ce modèle et (iii) de 
développer un modèle cellulaire (lignée de cardiomyoblastes H9c2) de déficience en PDM 
afin d’étudier plus spécifiquement la régulation de l’expression de certaines des protéines 
identifiées in vivo. Dans une seconde étude, nous nous sommes également intéressés à 
l’impact d’une simple déficience en folates sur le protéome des mêmes cardiomyoblastes, 
comparativement à celui d’une exposition similaire des cellules à un milieu complet ou 
déficient en 3 PDM. Notre intérêt s’est porté en particulier sur les modifications d’expression 
de gènes/protéines impliqués dans le stress du RE et la protéolyse. Enfin, ce chapitre inclut 
également une partie décrivant les méthodes utilisées dans le cadre d’« Expérimentations 
supplémentaires », c’est à dire la mesure du stress oxydant cellulaire par une méthode de 
cytométrie en flux et celle des concentrations cardiomyoblastiques de SAM et SAH par 
chromatographie liquide à haute performance (CLHP), récemment mise au point au 
laboratoire. 
 
I. Première étude 
I. 1. Modèles utilisés  
I. 1. 1. Modèle animal : des ratons de 21 jours déficients en PDM après une 
carence nutritionnelle chez la mère. 
Nous avons utilisé les cœurs de ratons du modèle de déficience en 3 PDM développé par 
l’Unité INSERM U954 (Faculté de médecine de Nancy). Dans celui-ci, des rates Wistar 
(Charles River, l’Arbresle, France) ont été nourries ad libitum soit avec un régime standard 
complet contenant de la vitamine B12 (0,04 mg/kg), de l’AF (0,9 mg/kg) et de la choline 
(2100 mg/kg), soit avec le même régime déplété en ces 3 donneurs de méthyles (Blaise et al., 
2007). Comme montré dans la Figure 33, les 2 groupes de rates témoins et carencées ont été 
ainsi alimentés sans interruption durant un mois avant accouplement, puis pendant leur 
gestation et enfin durant la période d’allaitement de leurs nouveau-nés. Les ratons ont été 
sacrifiés au 21ème jour et différents organes ont été prélevés, congelés rapidement dans l’azote 
et stockés à -80°C.  















Figure 33 : Protocole suivi par l’INSERM U954 pour l’obtention de ratons déficients en 
précurseurs de méthyle. D’après Blaise et al., 2007  
 
Un tel protocole permet l’obtention de ratons multi-carencés en folates, choline et vitamine 
B12, une déficience en cette dernière étant notamment difficile à installer chez un rat adulte 
du fait de l’importance de ses réserves tissulaires relativement à ses besoins. Blaise et al. 
(2007) ont montré que les ratons rendus ainsi déficients en PDM (-PDM) présentaient des 
concentrations plasmatiques en vitamine B12 et folates significativement diminuées et une 
homocystéinémie significativement augmentée, comparativement à leurs témoins (C). Garcia 
et al. (2011) ont de plus rapporté l’existence d’un lien entre la déficience en PDM et le 
développement d’une hypertrophie cardiaque dans le même modèle. Ils ont ainsi démontré 
chez ces ratons (i) une accumulation anormale d’Hcy dans le myocarde (uniquement 
détectable dans l’épicarde chez les ratons C), (ii) un épaississement des parois du myocarde, 
(iii) des niveaux plasmatiques du BNP très supérieurs à 0,1 ng/ml, une valeur seuil associée 
au risque d’insuffisance cardiaque, à relier à (iv) un défaut de la β-oxydation mitochondriale 
et une baisse significative des concentrations cardiaques en carnitine libre et totale, un acteur 
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I. 1. 2. Développement d’un modèle de cellules cardiaques carencées en PDM 
Ce modèle a été réalisé avec la lignée H9c2, dérivée de cardiomyoblastes embryonnaires de 
rats (ATCC, LGC Standards, Molsheim, France) (Hescheler et al., 1991). Cette lignée a été 
régulièrement utilisée dans des travaux sur l’hypertrophie cardiaque ou l’ischémie/reperfusion  
(Villeneuve et al., 2009; Chou et al., 2010). Les cellules H9c2 ont la capacité de se 
différencier en cardiomyocytes. Cependant, dans notre étude, nous les avons maintenues sous 
la forme de cardiomyoblastes en les repiquant systématiquement à environ 70% de la 
confluence.  
Afin de déterminer le moment à partir duquel les cellules devenaient déficientes en folates et 
vitamine B12 et celui où elles commençaient à libérer des quantités d’Hcy supérieures à leurs 
contrôles, nous avons tout d’abord réalisé une étude cinétique. Des cellules H9c2 ont été 
cultivées jusqu’à 14 jours dans un milieu -PDM comparativement à un milieu C. Ces 
différents milieux de culture ont été préparés au laboratoire sur la base de la composition du 
milieu MCDB 131. L’Hcy a été quantifiée dans le milieu extracellulaire par 
HPLC/fluorimétrie et les niveaux intracellulaires des folates et de la vitamine B12 ont été 
mesurés par dosage radioimmunologique durant les 14 jours de l’étude. Nos mesures (voir 
partie « Résultats ») nous ont conduit à exposer les cellules pendant 4 jours au milieu –PDM, 
définissant ainsi notre modèle cellulaire de déficience en folates et vitamine B12 avec une 













Figure 34 : Protocole de culture des cellules cardiomyoblastiques H9c2 dans le milieu 
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cellules H9c2 sont exposées à J0 au milieu complet. A J1, elles sont ensuite réparties en 2 
groupes : (1) l’un cultivé dans le milieu -PDM et (2) l’autre cultivé dans le milieu C. Pour 
maintenir ces cellules sous forme de cardiomyoblastes, un passage est effectué à J2 dans le 
même milieu. Enfin à J4, les cellules et les milieux extracellulaires sont collectés. 
 
I. 2. Préparation d’extraits protéiques  
I. 2. 1. Extraction des protéines myocardiques 
Chaque échantillon de myocarde a été homogénéisé dans un tampon d’extraction 
urée/thiourée [urée 5M, thiourée 2M, acide 3-(3-cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-
propanesulfonate (CHAPS) 4 %, Tris 40 mM, Biolyte (pH 3-10) 0,2 %, dithiothréitol (DTT) 
50 mM] (BioRad Sigma) et broyé à l’aide d’un mini-potter. L’homogénat a été ensuite 
centrifugé à 18000 g durant 15 min à 4°C pour éliminer les débris cellulaires; le surnageant 
contenant les protéines a été récupéré et aliquoté en fractions de 100 µl conservées à -80°C. 
 
I. 2. 2. Extraction des protéines cellulaires 
Après 4j de déficience en PDM ou d’exposition au milieu C, les cellules ont été trypsinées, 
centrifugées puis reprises dans le tampon d’extraction urée 5M, thiourée 2M, CHAPS 4 %,  
50 mM DTT,  biolyte (pH 3-10) 0,2 % et conservées à -80°C. 
 
I. 2. 3. Dosage des protéines 
Principe : Ce dosage a été effectué par colorimétrie avec le kit Reducing agent Compatible 
Detergent Compatible (RCDC) (Biorad). La densité optique à 750 nm (DO750nm) du produit 
réactionnel est proportionnelle à la concentration en protéines de l’échantillon, déterminée par 
rapport à une gamme d’albumine bovine (BSA) réalisée avec des concentrations comprises 
entre 0 et 1,5 µg/ml. 
Protocole : 25 µl de chaque concentration de BSA ou d’extrait protéique dilué ont été traités 
avec 125 µl de réactif I durant 1 min avant addition de 125 µl de réactif II. Les milieux 
réactionnels contenant les extraits ont été centrifugés à 15000 g durant 5 min à 15°C. Le culot 
a été conservé et resuspendu dans 125 µl de réactif I avant ajout de 40 µl de réactif II. Après 
une nouvelle centrifugation de 15 min à 15000 g et à 15°C, le culot protéique a été 
resolubilisé dans 127 µl de solution A durant 25 min sous agitation. Un ml de réactif B a 
ensuite été ajouté à la suspension et 200 µl de chaque mélange ont été déposés dans 2 puits 
d’une plaque 96 puits (Biorad). La concentration en protéines des échantillons a été 
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déterminée à partir de la droite de régression DO750nm= f[Protéines] obtenue avec la gamme de 
BSA. 
I. 3. Mesure du niveau totale de carbonylation des protéines 
I. 3. 1. Marquage des carbonyles 
La plupart des méthodes utilisées pour la détection des groupements carbonyles protéiques 
nécessitent une dérivation par le 2,4 dinitrophénylhydrazine (DNPH) (Sigma) qui conduit à la 
formation de dinitrophénylhydrazone stable (DNP) détectable par spectrophotométrie ou 
immunorévélation. 
 
I. 3. 1. 1.  Dosage spectrophotométrique  
Principe et but : Ce dosage est basé sur la différence de densité optique (DO) à 375 nm entre 
un échantillon traité par le DNPH et son témoin traité par l’HCl (solvant du DNPH). Cette 
méthode est consommatrice de grosses quantités d’extraits protéiques, ce qui la rend 
inutilisable dans le cas de nos échantillons de myocardes de ratons de 21j. En revanche, elle a 
pu être appliquée à la mesure de la carbonylation totale de protéines myocardiques de rats 
adultes (rats élevés à l’animalerie de l’UNH et nourris avec un régime standard) afin de 
réaliser un extrait étalon de teneur connue en carbonyles par unité de quantité de protéines. 
Protocole : Une quantité connue (1 mg) de protéines myocardiques solubilisées dans 200 µl 
de tampon d’extraction urée/thiourée a été mélangée à 800 µl de DNPH (20 mM dissous dans 
HCl 2N) ou d’HCl 2N (témoin). Après une incubation d’1 h à l’obscurité avec une agitation 
au vortex toutes les 15 min, les protéines du mélange ont été précipitées par l’acide 
trichloracétique (TCA) 20 %, puis centrifugées 10 min à 10000 g et 4°C. Après élimination 
du surnageant, les culots ont été repris dans le TCA 10 % et la suspension re-centrifugée 
comme précédemment. Le culot récupéré a été lavé avec 1 ml d’un mélange acétate 
d’éthyle/éthanol (1:1; v/v) afin d’éliminer le DNPH en excès. Après centrifugation, le culot a 
été resuspendu dans 500 µl de guanidine hydrochloride 6M (Sigma) et 200 µl de chaque 
échantillon ont été déposés sur une plaque de 96 puits afin d’en déterminer la DO à 375 nm. 
La méthode décrite ci-dessus entraîne toutefois des pertes protéiques au cours des 
précipitations successives. De ce fait, il est nécessaire de re-doser les protéines dans un 
tampon de guanidine hydrochloride au moyen du kit RCDC. La concentration totale en 
carbonyles des protéines myocardiques de rats adultes a été calculée en utilisant la valeur de 
22.000 L·mol-1·cm-1 pour le coefficient d’extinction molaire de la DNP et exprimée en nmol 
de carbonyles par mg de protéines. 
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I. 3. 1. 2. Dot blot 
Principe et but : Le Dot blot est une technique d’immunodétection semi-quantitative basée sur 
le dépôt de quantités croissantes d’échantillons protéiques sur une membrane sans séparation 
électrophorétique. Ceci nous a permis de faire une estimation de la quantité totale de 
carbonyles dans les protéines myocardiques et de comparer leurs niveaux chez les ratons 
carencés en PDM et chez les ratons C. Cette estimation (nmoles de carbonyles par mg de 
protéines) a été possible grâce une gamme réalisée en parallèle avec l’extrait protéique étalon 
de myocarde de rats adultes préalablement dosé par spectrophotométrie.  
Protocole : Des quantités croissantes de protéines ont été déposées sur une membrane PVDF 
placée sous vide dans un appareil pour Dot-blot muni de 96 puits (Bio-Dot SF®, Biorad). 
Après filtration complète des extraits, la membrane a été incubée pendant 25 min à 
température ambiante dans 5 ml d’une solution de DNPH 10 mM afin de dériver les 
groupements carbonyles. Des essais préliminaires réalisés au laboratoire avaient en effet 
montré que les dot-blots, contrairement aux Western blots d’électrophorèse 
monodimensionnelle (EMD), étaient de moins bonne qualité lorsque les échantillons étaient 
traités par le DNPH préalablement à leur dépôt sur la membrane. Enfin, après lavage par HCl 
2N (2 x 5 min), puis l’éthanol 100 % (4 x 5 min), la membrane a été traitée comme une 
membrane de Western blot.  
 
I. 4. Analyse protéomique 
Principe et but : L’analyse protéomique permet la caractérisation du profil protéique global 
d’un échantillon. Le protéome est l’ensemble des protéines exprimées dans une cellule ou un 
tissu à un moment et dans des conditions données. Nous avons utilisé cette approche pour 
comparer les protéomes des myocardes des ratons déficients en PDM et de leurs contrôles C. 
Protocole : L’analyse protéomique associe une technique séparative (électrophorèse 
bidimensionelle, EBD) à une technique d’identification (spectrométrie de masse) (Figure 35).  
La première dimension de l’EBD a été réalisée au moyen du système Protean IEF cell 
(Biorad). 500 µg d’extrait protéique été mélangé au tampon de réhydratation (urée 9M, 
CHAPS 4 %, DTT 100 mM, biolyte 0,5 %, bleu de bromophénol 1 mg/ml). Pour 
l’électrofocalisation, le mélange a été chargé sur des bandelettes (« strips ») de 
polyacrylamide de 17 cm avec un gradient de pH immobilisé allant de 3 à 10 et non linéaire. 
Deux types de réhydratation ont ensuite été réalisés : la première, passive (voltage nul) durant 
12h et la seconde, active durant 10h à 50V. Les gels ont ensuite été soumis à un voltage 
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augmentant graduellement de 200 à 4000V sur un total de 16h. Préalablement à la seconde 
dimension, une étape « d’équilibration des bandelettes » a été réalisée afin de charger 
négativement les protéines. Les bandelettes ont ainsi été incubées 15 min dans un tampon urée 
6M, glycérol 30 %, SDS 2 %, Tris 0,05M et DTT 1 %, puis 20 min dans un tampon urée 6M, 
glycérol 30 %, SDS 2 %, Tris 0,05 M et iodoacétamide 2,5 %. Elles ont ensuite été 
positionnées en haut d’un gel de polyacrylamide à 12 % dans une mini-cuve Mini Protean II 
pour la réalisation de la seconde dimension (SDS-PAGE en présence du tampon Tris 25 
mM/Glycine 39 mM/SDS 0,1 % à pH 8,3). La migration des protéines le long du gel permet 
leur séparation sous la forme de spots.   
L’identification de protéines différemment exprimées entre les différentes conditions étudiées 
a été réalisée par la Plateforme d’Exploration du Métabolisme au moyen d’une technique de 
spectrométrie de masse (i) couplant une source d’ionisation laser assistée par une matrice 





















Myocarde de rat 
Identification des protéines  
Figure 35 : Schéma simplifié de 
l’électrophorèse bi-dimensionnelle 
(EBD) et de l’identification des spots 
protéiques par spectrométrie de 
masse (par MALDI-ToF : Matrix-
assisted laser desorption/ionization-
Time of flight ou LC-MS/MS). 
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I. 5. Dosage de l’Hcy par CLHP 
Principe et but : La concentration d’Hcy extracellulaire a été déterminée par une technique de 
CLHP couplée à une détection fluorimétrique  (Pfeiffer et al., 1999). Le but était de comparer 
les quantités d’Hcy produites et exportées dans le milieu de culture par les cardiomyocytes 
H9c2 déficients en PDM et leurs contrôles C. 
Protocole : Les milieux de culture des cellules ont été prélevés après différents temps 
d’exposition et stockés à -80°C. Un mélange contenant 50µl du milieu extracellulaire et 50 µl 
de PBS (pH 7,4) a été incubé avec 10 µl de tris(2-carboxyéthyl)phosphine (TCEP) (Fluka) à 
100 g/L pendant 30 min à température ambiante afin de réduire et libérer l’Hcy liée aux 
protéines ou à la cystéine, ou bien sous forme d’homocystine. L’échantillon a ensuite été 
déprotéinisé par l’addition de 90 µl de TCA à 100 g/L contenant 1 mM d’EDTA. Après 
centrifugation à 13000 g pendant 10 min, 50 µl de surnageant ont été prélevés et mélangés à 
10 µl de NaOH 1,55 M, 125 µl de tampon borate de sodium 0,125M contenant 4 mM 
d’EDTA et 50 µl d’acide-7-fluorobenzofurane-4-sulfonique (SBD-F, Fluka) à 1 g/L préparé 
dans le tampon borate. Ce mélange a ensuite été incubé 60 min à 60°C pour former le produit 
fluorescent de la réaction du SBD-F avec l’Hcy. Après refroidissement à 4°C, le mélange a 
été filtré au moyen d’une seringue sur une membrane de porosité 0,45 µm.  
La séparation par CLHP a été réalisée au moyen d’une colonne C18 nucléosyl (3 mm x 125 
mm; granulométrie 5 µM, Macherey-Nagel) et dans des conditions isocratiques d’élution avec 
un tampon acétate de sodium (0,1 M, pH 5,5) circulant à un débit de 0,7 ml/min. Le volume 
d’injection de chacun des échantillons préparés à partir des milieux extracellulaires était de 10 
µl.  
L’Hcy a été quantifiée à partir d’une gamme étalon réalisée avec différentes dilutions d’une 
solution mère de D,L-Hcy 10 mM, traitées similairement aux milieux extracellulaires. 
 
I. 6. Dosage des vitamines B9 et B12 
Les dosages ont été effectués par Philippe Gérard à l’INSERM U954 (Nancy) sur des 
échantillons cellulaires que j’ai préalablement préparés au laboratoire. Après 4 jours de 
carence, les cellules sont trypsinées puis centrifugées. Le culot est ensuite repris dans un 
tampon PBS 0,1%. Les échantillons sont conservés à -80°C.  
Les dosages reposent sur une technique radio-isotopique nécessitant l’utilisation du coffret 
commercial SimulTRAC-SNB (ICN Pharmaceuticals). La vitamine B12 et les folates non 
marqués présents dans l’échantillon sont mis en compétition avec leurs homologues 
Matériels et Méthodes 
134 
 
moléculaires marqués (vitamine B12 [57Co] et folates [125I]) vis-à-vis d’un nombre restreint et 
constant de sites de fixation. De ce fait, le taux de radioactivité liée est inversement 
proportionnel à la concentration de chacune de ces vitamines dans l’échantillon. 
 
I. 7. Western blot 
Principe et but : Cette technique nous a permis de comparer les niveaux d’expression relatifs 
des protéines myocardiques chez les ratons -PDM et leurs témoins C. 
Protocole : Les protéines séparées par SDS-PAGE ont été transférées sur une membrane de 
polyvinylidene difluoride (PVDF) (Amersham) dans une cuve d’électrotransfert (BioRad) en 
condition liquide (tampon Tris base 48 mM/Glycine 192 mM à pH 9,2,) pendant 30 min à 100 
V. Les sites d'interactions non spécifiques ont été bloqués en incubant la membrane 1 h à 
température ambiante dans un tampon contenant un détergent, le Tris Buffer Saline-Tween® 
(TBS-T) à pH 7,6, et 5 % de lait écrémé ou de BSA. La membrane a ensuite été incubée une 
nuit à 4°C avec un anticorps primaire spécifique d’une protéine d’intérêt, puis rincée 2 fois 
pendant 15 min avec du TBS-T afin d'éliminer les molécules d’anticorps non liées avant 
incubation 1 h avec l’anticorps secondaire. Après 2 nouveaux rinçages de la membrane 
pendant 15 min, les protéines ont été révélées par chimioluminescence à l’aide du kit ECL 
Plus Western Blotting Detection Reagents (Amersham). L’exposition de la membrane à un 
film photographique (Kodak, France) a permis la révélation de la (des) bande(s) protéique(s) 
reconnue(s) par l’anticorps primaire. L’intensité des bandes a été mesurée sur chaque piste au 
moyen du logiciel Image J®. 
 
II. Seconde étude 
Certaines méthodes/techniques utilisées dans cette étude étaient similaires à celles décrites 
dans la première. Leurs adaptations au modèle cellulaire, ainsi que les approches 
méthodologiques utilisées spécifiquement dans ce dernier, sont reportées dans cette partie.  
 
II. 1. Développement d’un modèle de cellules cardiaques carencées en folates 
La lignée de cardiomyoblastes H9c2 a cette fois-ci été exposée au milieu MCDB 131 déplété 
uniquement en acide folique, le milieu contrôle (C) restant identique à celui utilisé dans la 
première étude. L’étude cinétique également réalisée sur 14j a montré qu’une carence de 4j 
permettait d’obtenir des cellules déficientes en folates qui ne produisaient pas des quantités 
anormalement élevées d’Hcy comparativement aux contrôles (Figure 36).  




Figure 36 : Protocole de culture des cellules cardiomyoblastiques H9c2 dans le milieu 
synthétique  MCDB 131 -F, -PDM ou C (Etude n°2).  
 
II. 2. Matériels et méthodes 
II. 2. 1. L’analyse protéomique 
Elle a permis de comparer les protéomes des cellules exposées durant 4j au milieu -F, -PDM 
ou C. Les protéines cellulaires ont été extraites comme décrit dans le § 2.2 de la première 
étude. L’électrofocalisation a été réalisée avec des bandelettes de 7 cm. Des quantités de 
protéines beaucoup plus faibles ont pu être extraites à partir des cultures cellulaires 
comparativement aux myocardes des ratons. Ceci a conduit à la réalisation de gels de plus 
petite taille. 
 
II. 2. 2. Extraction des ARNm 
Les cellules ont été rincées avec du PBS avant extraction des ARN par le kit “RNeasy Mini 
Kit » (Qiagen, Hilden, Germany). La quantité et la qualité des préparations d’ARN ont été 
évaluées sur un gel d’agarose et par la détermination du rapport de leurs absorbances à 260 et 
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280 nm au spectrophotomètre NanoDrop ND-1000  (Thermo Scientific, Wilmington, DE, 
USA). 
 
II. 2. 3. Mesure de l’expression de gènes par RT-PCR quantitative (qRT-
PCR) 
Principe et but : La qRT-PCR permet de quantifier un type d’ARN initialement présent dans 
un échantillon. Elle est réalisée en 2 étapes qui sont successivement, une transcription inverse 
et une réaction de polymérisation en chaîne (PCR). Notre but a été de comparer ainsi 
l’expression de gènes d’intérêt dans les cellules exposées à la condition -F ou -PDM et à la 
condition C. 
Protocole : Un µg d’ARN a été traité avec une DNAse I pendant 15 min afin d’éliminer le 
DNA. Cette réaction a été stoppée par un traitement avec de l’EDTA 25 mM pendant 10 min. 
La réaction de transcription inverse a été réalisée en utilisant le kit « Superscript reverse 
transcription kit » (Invitrogen). La RT-PCR a été réalisée avec le kit « SYBR Green Supermix 
Kit » (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) et à l’aide du thermocycleur CFX96 
(Biorad).   
 
III. Expérimentations supplémentaires 
III. 1. Evaluation de la taille des cellules et du stress oxydant par cytométrie en flux 
Principe et but : La cytométrie en flux est une technique permettant de caractériser des 
cellules en les faisant défiler à grande vitesse à travers le faisceau d'un laser. Nous l’avons 
utilisée pour évaluer la taille des cardiomyoblastes en culture et leur état de stress oxydant. 
Les informations sur la morphologie et la structure cellulaires ont été tirées de la lumière 
diffusée. Le stress oxydant a été évalué en utilisant un agent fluorescent, le MitoSOX, 
spécifique de la mitochondrie (Mukhopadhyay et al., 2007). Le MitoSOX peut y être oxydé 
par l’ion superoxyde et émettre alors une fluorescence rouge (Excitation à 510 nm/Emission à 
580 nm).  
Protocole : Après 4j de condition -F, -PDM ou C, les milieux ont été prélevés et les cellules 
rincées avec du PBS avant d’être incubées pendant 20 min avec du milieu neuf en présence de 
MitoSOX 0,5 µM. Des cellules servant de contrôles positifs du stress oxydant ont été 
incubées pendant 45 min avec du tert-butyle (50 µM) préalablement au traitement par le 
MitoSOX. Toutes les cellules traitées ont été trypsinées et resuspendues dans un tampon 
PBS/EDTA 2 mM avant d’être analysées au cytomètre de flux.  
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III. 2. Dosages de la S-adénosyl-méthionine (SAM) et S-adénosyl-homocystéine 
(SAH) intracellulaires  
But : La mesure des concentrations intracellulaires de SAM et SAH visait à évaluer la 
capacité de méthylation des cellules H9c2 dans la condition de déficience en folates ou en 3 
PDM, relativement à la condition contrôle. Pour cela, une méthode de CLHP a été développée 
au laboratoire par Mathieu Rambeau et Emilie Roche.  
Protocole : Des cellules à J4 ont été trypsinées puis centrifugées. Le culot cellulaire a été 
suspendu au vortex dans 250 µl de PCA 5% (v/v). Le mélange a été ensuite centrifugé à 
13000 g durant 20 min à 4°C. Le surnageant a ensuite été prélevé et conservé à -80°C 
jusqu’au jour du dosage. Le culot résiduel a été repris dans une solution de SDS 1% et NaOH 
0,1% dans le but de doser ultérieurement les protéines. 
La chromatographie a été réalisée durant 45 min, sur une colonne Lichrospher 100 RP-18ec 
(dimensions : 250 x 4 mm, granulométrie 5 µm, Macherey Nagel) précédée d’une pré-colonne 
contenant la même phase (maintenues à 30 ± 5°C). Le débit de la phase mobile était de 
0,75 ml/min et le gradient d’élution suivant était appliqué : 
Temps (min) Phase A Phase B 
0 100 % 0 % 
30 40 % 60 % 
31 0 % 100 % 
35 0 % 100 % 
36 100 % 0 % 
45 100 % 0 % 
avec : 
- A = NaH2PO4 [50 mM, pH 3,2] + Heptanesulfonic Acid [10 mM] / Acétonitrile (95 / 5 v/v) 
- B = NaH2PO4 [50 mM, pH 3,2] + Heptanesulfonic Acid [10 mM] / Acétonitrile (50 / 50 v/v) 
 
Le volume d’injection de chaque extrait cellulaire était de 50 µl. Les pics de SAM et SAH ont 
été détectés et identifiés (par comparaison avec le spectre UV de solutions étalons) à l’aide 
d’un détecteur à barrette de diodes balayant le spectre de longueur d’onde 210-400 nm. Les 2 
molécules ont été quantifiées dans les échantillons après intégration des pics extraits à 258 nm 
et étalonnage externe avec une gamme réalisée avec différentes concentrations de SAH et 
























I. Première étude (publication n°1) 
 
I. 1. Introduction 
La revue bibliographique qui précède a rappelé le risque élevé de déficience en PDM (Institut de 
Veille Sanitaire, 2006) et d’HHcy (Hornberger, 1998) dans certaines populations, telles que les 
femmes enceintes, les personnes âgées et les individus en situation de pauvreté et d’insécurité 
socio-économique (Roman Vinas et al., 2011), ainsi que leur association avec diverses 
pathologies telles que les AFTN et les maladies chroniques liées au vieillissement (Blom et al., 
2006; Lazarou et al., 2010; Clarke et al., 2011). L’HHcy résultant de la déficience en PDM 
pourrait jouer un rôle important dans le développement des MCV, voire en constituer un facteur 
de risque indépendant selon certains auteurs. L’existence d’une relation causale entre un statut 
déficient en PDM et la survenue de pathologies cardiovasculaires n’est toutefois pas encore 
établie. Les mécanismes proposés pour expliquer les effets délétères de la déficience en folates, 
vitamine B12 et/ou choline et de l’HHcy associée incluent le stress oxydant, ainsi que l’altération 
des acides nucléiques et l’expression des gènes (Sharma et al., 2006; Chang et al., 2007; Duthie 
et al., 2010). Néanmoins, des investigations sont encore nécessaires pour caractériser plus 
précisément ces mécanismes au niveau cellulaire et moléculaire. Ceci est particulièrement vrai 
dans le cas du cœur qui, à ce jour, a été l’objet d’un nombre limité d’études in vivo chez l’animal 
déficient en PDM alimentaire. 
 
I. 2. Objectifs 
Ces données montrent la nécessité d’entreprendre de nouvelles études pour caractériser les 
mécanismes des effets de la déficience en PDM et l’HHcy sur le métabolisme cardiaque. Nous 
nous sommes particulièrement intéressés à leur impact sur le protéome de ce tissu afin 
d’identifier les voies métaboliques affectées. Tout d’abord, un stress oxydant étant régulièrement 
identifié en cas d’augmentation de l’homocystéinémie (Suematsu et al., 2007; Tyagi et al., 2011) 
et pouvant générer des MPT oxydatives sur des résidus protéiques, nous avons comparé les 
niveaux totaux de carbonylation des protéines myocardiques chez des ratons de 21 jours carencés 
en PDM (folates, vitamine B12 et choline) et leurs contrôles nourris normalement. Les 
myocardes ont été fournis par l’U954 de l’INSERM à Nancy. Les ratons carencés étaient issus de 
mères nourries avec un régime déficient en PDM avant le début et durant toute la gestation tandis 
que les animaux contrôles provenaient de mères alimentées normalement. Puis, nous avons 
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réalisé une analyse protéomique comparative entre les myocardes des 2 groupes de ratons. Les 
protéines présentant des différences  d’abondance ont ensuite été identifiées par spectrométrie de 
masse et des réseaux métaboliques impliquant ces protéines ont été recherchés par une approche 
bioinformatique. Enfin, afin d’étudier les mécanismes cellulaires et moléculaires à l’origine des 
modifications d’abondance protéique observées in vivo, nous avons développé un modèle de 
cellules cardiaques (lignée H9c2) en culture, carencées en PDM (Cf. Matériels et Méthodes) et 
produisant de ce fait des quantités accrues d’Hcy. A notre connaissance, aucun modèle de ce type 
n’avait encore été utilisé pour cette étude.  
 
I. 3. Publication n°1 intitulée “Myocardium proteome remodelling after nutritional 
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 Methyl donor (MD: folate, vitamin B12 and choline) deficiency causes 
hyperhomocysteinemia, a risk factor for cardiovascular diseases. However, the mechanisms of 
the association between MD deficiency, hyperhomocysteinemia, and cardiomyopathy remain 
unclear. Therefore, we performed a proteomic analysis of myocardium of pups from rat dams fed 
a MD-depleted diet to understand the impact of MD deficiency on heart at the protein level. 
Two-dimension gel electrophoresis and mass spectrometry-based analyses allowed us to identify 
39 proteins with significantly altered abundance in MD-deficient myocardium. Ingenuity 
Pathway Analysis showed that 87% of them fitted to a single protein network associated with 
developmental disorder, cellular compromise and lipid metabolism. Concurrently increased 
protein carbonylation, the major oxidative post-translational protein modification, could 
contribute to the decreased abundance of many myocardial proteins after MD deficiency. To 
decipher the effect of MD deficiency on the abundance of specific proteins identified in vivo, we 
developed an in vitro model using the cardiomyoblast cell line H9c2. After a 4 day-exposure to a 
MD-deprived (vs. complete) medium, cells were deficient of folate and vitamin B12, and 
released abnormal amounts of homocysteine. Western blot analyses of pup myocardium and 
H9c2 cells yielded similar findings for several proteins. Of specific interest is the result showing 
increased and decreased abundances of prohibitin and α-crystallin B, respectively, which 
underlines mitochondrial injury and endoplasmic reticulum stress within MD deficiency. The in 
vitro findings validate the MD-deficient H9c2 cells as a relevant model for studying mechanisms 
of the early metabolic changes occurring in cardiac cells after MD deprivation. 
 





Hyperhomocysteinemia (HHcy) has been invoked in addition to other major recognized risk 
factors (i.e. age, sex, diabetes…) for cardiovascular diseases (CVD), the chief cause of death in 
the world  [1, 2]. HHcy is clinically defined by plasma homocysteine (Hcy) levels higher than 15 
µM. Hcy is a sulfur amino acid produced through the one-carbon cycle from transmethylation of 
different compounds like hormones, neurotransmitters, nucleic acids, and phospholipids. S-
adenosylmethionine is a critical substrate for these reactions, especially those related to 
epigenetic regulation [3]. Hcy requires methyl donors (MDs) such as folate (vitamin B9), vitamin 
B12 (cobalamin) or choline to be intracellularly remethylated into methionine [4]. One major 
consequence of MD deficiency is a mild or moderate HHcy characterized by circulating total 
Hcy concentrations in the 15-30 or 31-100 µM range, respectively. This condition has long been 
associated with an elevated risk of chronic pathologies like atherosclerosis, ischemic heart 
disease and stroke in humans [5]. MD deficiency and subsequent HHcy can occur in individuals 
with increased requirement and/or inadequate intake of either MD, e.g. during pregnancy or 
aging [6]. Supplementation with folic acid and/or other vitamins B reduces the concentration of 
circulating total Hcy in patients prior CVD, but has no beneficial effects on the development or 
onset of cardiovascular events [7]. The mechanisms of the association between cardiomyopathy 
and MD deficiency are not yet fully understood. Atherogenic effects of HHcy include a variety 
of cellular changes including endothelial dysfunction, inflammation, oxidative stress and 
endoplasmic reticulum (ER) stress [8]. MD deficiency has been shown to affect tissue structure, 
function or metabolism in rodents especially when occurring during pre- or perinatal periods [9-
11]. However, data are currently limited on the impact of MD deficiency on the heart. Garcia et 
al. reported recently myocardial hypertrophy with cardiomyocyte enlargement, mitochondrial 
disorganization and dysfunction, and altered fatty acid oxidation and energy metabolism in 
weaning rats from dams fed a diet deprived of vitamin B12, folate and choline during gestation 
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and lactation [12]. This was concomitant with abnormal myocardial accumulation of Hcy and 
lipids, and impaired expression of the peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) α and 
γ, PPAR-γ coactivator-1α (PGC-1α) and estrogen-related receptor-α (ERR-α). Altered 
expression of these important functional proteins prompted us to investigate further the impact of 
maternal MD deprivation on the myocardial proteome of rat pups. Deficiency of one or several 
MDs, as well as intracellular Hcy accumulation, has been shown to cause imbalanced redox state 
in rat tissues, a condition favoring the development of CVD [13, 14]. Thus, we first evaluated 
changes in protein carbonylation, a major oxidative post-translational modification (PTM) of 
proteins, in myocardium of rat pups after maternal MD-deprivation. Then, we used a large-scale 
proteomic approach to bring new information on the effect of this deficient condition on the 
protein pattern of the myocardium of the offspring. Finally, aiming to develop a cell study model 
of MD deficiency, we used the H9c2 cardiomyoblast cell line to evaluate the impact of this 
condition on the abundance of specific proteins identified in vivo by the proteomic analysis. This 
cell line deriving from embryonic rat heart, has been shown to retain many characteristics of rat 
cardiomyocytes and is used as a model of cardiac hypertrophy [15, 16], one major feature of MD 












2. Materials and methods 
2.1. Rat dietary model 
 Dietary experiments on rats were performed at INSERM U954 (Nancy, France) according to 
local internal guidelines for animal care and housing and the National Institute of Health Guide 
for the care and use of laboratory animals. As previously described [12], adult female Wistar rats 
(Charles River, Les Oncins, France) were constantly maintained under standard laboratory 
conditions, with food and water available ad libitum. One month before mating, they were fed 
either standard food containing vitamins B12 (0.04 mg/kg), folate (0.9 mg/kg), and choline (2.1 
g/kg) (control diet: C diet) according to the supplier (Maintenance diet M20, Scientific Animal 
Food and Engineering, Villemoisson-sur-Orge, France) or a MD-deficient (MDD) diet deprived 
of vitamins B12, folate, and choline (Special Diet Service, Saint-Gratien, France) [12]. The 
content of all other ingredients as well as the protein sources were identical in both diets. MDD 
and C diets were respectively maintained in both groups of dams until weaning of their offspring, 
i.e. at 21 days after birth, as described previously [12]. The 21 day-old pups were killed by 
decapitation after exposure to halothane and their heart was rapidly collected, washed in Ringer’s 
buffer solution, freeze-clamped in liquid nitrogen and stored at -80°C until analysis.  
 
2.2. Myocardium protein carbonylation 
 Protein carbonyls (PC) levels were determined using the 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH) 
assay as described in [17]. A standard curve of carbonylation was performed with protein 
samples from adult rat myocardium using a spectrophotometry method. The PC content of these 
samples was calculated using the molar extinction coefficient of 22,000 M-1.cm-1 and expressed 
as nmol/mg protein. A dot-blot immunoassay was performed on PVDF membrane to quantify the 
total carbonylation of myocardial proteins in MDD vs C rats. Adducts of 2,4-dinitrophenyl 
hydrazone with PCs were probed with a specific primary rabbit antibody and a secondary goat 
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HRP-conjugated anti-rabbit IgG antibody provided with the OxyBlot oxidized protein detection 
kit (Chemicon International, Temecula, CA). Densitometry analyses of the dots were done using 
the ImageJ
®
1.37v - software (Wayne Rasband, NIH, USA).  
 
2.3.Myocardium proteomics analysis  
Proteomic analysis was carried out as previously described, with a few changes [18]. 
Freeze-clamped whole myocardium was homogenized (using a mini-potter) in an extraction 
buffer made of 5 M urea, 2 M thiourea, 4% (w/v) 3-(3-cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-
propanesulfonic acid (CHAPS), 40 mM Tris, 0.2% (v/v) biolytes pH 3-10, and 50 mM 
dithiothreitol (DTT). After homogenate centrifugation (18,000 x g for 15 min) and measurement 
of the supernatant protein concentration (RC DCTM protein assay kit, Bio-Rad Laboratories, 
Marnes-La-Coquette, France), supernatant proteins were separated by two-dimension (2-D), 12% 
polyacrylamide gel electrophoresis. For the first dimension of analytical and preparative gels, 
500 µg of proteins were loaded onto 17 cm, pH 3 – 10 non-linear, Bio-Rad ReadyStrips by 
inclusion of an adequate volume of extract in rehydration buffer (7M urea, 2M thiourea, 4% 
(w/v) CHAPS, 1% (w/v) DTT, 0.2 % biolytes pH 3-10, 0.0002% (w/v) Bromophenol blue) 
(BioRad, Sigma). Following the second dimension, separate protein spots were visualised on gels 
by 0.02% (w/v) colloidal Coomassie Blue staining and images were captured on an image 
scanner (Amersham ImageScanner, GE Healthcare, Orsay, France). Quantification of protein 
changes across triplicates of each protein sample from MDD or C pups (n = 6 per condition) was 
captured via image alignment and analysis, and integrated analysis of expression profiles using 
the Progenesis SameSpots software (Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne UK). Results 
were expressed as means ± SD. Tailored multivariate statistical analysis facilities incorporated 
into the Progenesis SameSpots software were used for image analysis with p < 0.05 considered 
significant. Spots showing a significant change in abundance between the two conditions were 
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subsequently analysed by mass spectrometry (MS) (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionisation 
– Time-of-Flight, MALDI-ToF) and when necessary for validation of the identification, LC-
MS/MS) at the Metabolism Exploration Platform 
(http://www5.clermont.inra.fr/plateforme_exploration_metabolisme/).  
 
2.4. Generation of functional networks  
 MS-identified proteins were evaluated by Ingenuity Pathway Analysis, IPA (Ingenuity 
Systems, Mountain View, CA, USA), a software application that notably enables to recognize in 
silico networks of hypothetically interacting proteins based on a regularly updated “Ingenuity 
Pathways Knowledge Base”. Highly connected networks generated by IPA contain protein 
relationships with evidenced direct physical contact and/or indirect interactions explicitly 
described in scientific sources. IPA networks are ranked by scores representing the log 
probability that they were found by random chance alone. Scores ≥ 2 have at least a 99% 
confidence of not being generated from the Global Molecular Network by random chance alone 
and are therefore usually attributed to a valid network. Furthermore, we manually inspected all 
protein interactions generated by IPA to eliminate any possible spurious results.  
 
2.5. Model of MD-deficient cardiac cells 
H9c2 cells from the clonal myoblastic cell line derived from embryonic rat heart (ATCC, LGC 
Standards, Molsheim, France) were cultured between passages 13 and 23 at 37°C under a 5:95 
CO2:air atmosphere, in a DMEM medium containing 4.5 g/l glucose, 3.7 g/l NaHCO3, stabilized 
glutamine and sodium pyruvate (Dutscher, Brumath, France), and supplemented with 10% (v/v) 
fetal bovine serum (FBS) (PAA Laboratories, Les Mureaux, France), 1% nonessential amino 
acids (Invitrogen, Cergy-Pontoise, France) and antibiotics (100 IU/ml penicillin and 100 µg/ml 
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streptomycin). The culture medium was refreshed 24h after seeding, then every 2 days. Cells 
were grown in this culture medium until 70% of confluence to maintain them as cardiomyoblasts. 
 For MD depletion experiments, a MCDB-131 medium lacking folic acid, vitamin B12 and 
choline was synthesized in the lab and designed as the MDD medium. Complete (C) MCDB-131 
medium was synthesized concurrently by supplementing the MDD medium with amounts of the 
lacking MDs similar to those in commercial MCDB-131 [19]. Both C and MDD MCDB-131 
media were supplemented with stabilized glutamine, nonessential amino acids, antibiotics and 
10% (v/v) dialysed FBS. Subsequently, there was no folic acid, vitamin B12 and choline in the 
MDD culture medium vs 1.2 µM, 10 nM and 100 µM in the C culture medium, respectively. 
After growth to about 50% confluence in DMEM, cells were adapted overnight in the C MCDB-
131 medium and then exposed either to the latter or to the MDD MCDB-131 medium for 4 days. 
In order to maintain the culture below 70% confluence during the depletion time, cells were sub-
cultured after two days in fresh C or MDD MCDB-131 medium, respectively. At each passage or 
medium renewal, the culture medium was sampled and kept at -80°C for further measurement of 
extracellular Hcy concentrations (see below).  
 
2.6. Assays of extracellular Hcy and intracellular folate and vitamin B12 
Measurement of extracellular Hcy concentration was performed by reverse phase-HPLC coupled 
with fluorescence detection, after Hcy reduction by Tris(2-carboxyethyl phosphine 
hydrochloride) and derivatization with 7-fluorobenzofurane-4-sulfonic acid [20]. Intracellular 
concentrations of both vitamins were determined by using a radio-dilution isotope assay 






2.7. Western blot analysis 
 Following the 4-day exposure to C or MDD MCDB-131 medium, cells were washed twice 
with PBS and scraped in lysis buffer (7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS, 1% DTT, 0.2 % 
biolytes pH 3-10 and 0.05% (v/v) protease inhibitor cocktail). Lysates were sonicated twice and 
cell protein concentration was determined by the RC DCTM protein assay. Cell (as well as 
myocardium) protein extracts were subjected to electrophoresis in 12% SDS-PAGE and 
transferred onto a PVDF membrane. The latter was blocked with 5% (w/v) BSA in TBST buffer 
(20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl and 0.05% (v/v) Tween 20) and subsequently incubated 
overnight with a primary antibody, namely rabbit anti-prohibitin or anti-α-crystallin B polyclonal 
antibody (GeneTex, Paris, France) or rabbit anti-β-actin polyclonal antibody (Sigma-Aldrich, 
Saint-Quentin Fallavier, France) diluted 1/2000, 1/5000 and 1/2500, respectively, in TBST with 
5% BSA. Membranes were then washed and incubated for 1 h with secondary goat anti-rabbit 
IgG antibody diluted 1/2000 (Millipore SAS, Molsheim, France). Antigen-antibody 
immunocomplexes were revealed by chemiluminescence and visualized by exposure to X-ray 
films. Bands were scanned and their intensities (expressed as arbitrary units) evaluated by a 





Results were presented as means ± SD. Statistical differences were determined using either 
Student’s t test or ANOVAs followed by Mann Whitney or Bonferroni post-tests as specified (p 




3.1. Increased total carbonylation of myocardial proteins after MD deficiency 
 The total carbonyl content of proteins extracted from myocardium of adult rats was found to 
be equal to 1.92 ± 0.11 nmol/mg proteins, as measured by spectrophotometry (not illustrated). 
This value was used as reference for dot blot assays of the total PC level in myocardium of MDD 
and C rat pups. Loading protein amounts of 0.5, 1 or 2 µg on PVDF membranes allowed 
observing a marked difference between the two groups (Fig. 1A). Measurement of the spot 
intensities showed that the total level of myocardial PCs was increased by 1.9 fold after MD 
deficiency. Comparison of the intensity of these spots with that of spots obtained with increasing 
amounts of the reference protein extract allowed to estimate the total PC levels in MDD and C 
myocardium to 0.78 ± 0.23 and 1.44 ± 0.39 nmol/mg proteins, respectively (p < 0.05; Fig. 1B). 
 
3.2. Maternal MD deficiency caused alterations of the myocardium proteome of rat pups  
 The cardiac proteome of 6 MDD rat pups was compared to that of 6 C counterparts. For each 
myocardial protein extract, 2-D gels were realized in triplicate. A representative Coomassie blue-
stained 2-D gel is presented in Fig. 2A. Under our experimental conditions, about 900 protein 
spots were detected per gel. Comparative analysis of the protein patterns using the Progenesis 
SameSpots software revealed 73 spots with a statistically different volume between both groups 
of rats. The position and index number of the spots are indicated in Fig. 2A. Of these, 39 proteins 
were identified by mass spectrometry, 22 being upregulated with fold changes (FC) in abundance 
ranging from 1.1 to 1.7 and 17 being down-regulated with FC in abundance ranging from 1.1 to 
2.3 after MD deficiency. One example of each of these variations is magnified in Fig 2B. The 
identified proteins, as well as their FC in abundance and MS characteristics, are given in Table 1. 
Globally, the molecular weight (MW) and isoelectric point (pI) estimated for most spots of 
interest on 2-D gels (data not shown) matched the theoretical MW and pI of the corresponding 
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identified protein. Some proteins were identified from multiple spots showing markedly similar 
differences in volume between both conditions. Those were serotransferrin (TF: 3 spots with 
decreased FC of 1.85, 1.75 and 1.41), troponin T (TNNT2: 2 spots with decreased FC of 2.44 and 
2.17), aconitase 2 (ACO2: 4 spots with decreased FC of 1.75, 1.69, 1.41 and 1.37), protein 
disulfide isomerase 3 (PDIA3: 2 spots with decreased FC of 1.37 and 1.33), fatty acid binding 
protein 3 (FABP3: 3 spots with increased FC of 1.43, 1.38 and 1.29), ATP synthase-coupling 
factor 6 (ATP5J: 2 spots with increased FC of 1.29 and 1.40) and apolipoprotein A-I precursor 
(APOA1: 2 spots with increased FC of 1.37 and 1.22).  
 The identified proteins were assigned according to their main biological function (Fig. 3A) 
and cell localization, as provided by GO annotations (Fig. 3B). They play a major role in energy 
production (21%), lipid and lipoprotein metabolism (18%), response to ER (15%) or oxidative 
(10%) stress, and cell structure (15%). Their cell locations are principally the cytosol (47%), the 
mitochondria (33%), and the extracellular compartment (15%). The main biological processes 
and cell locations of the different proteins identified (focus proteins), as well as their names, are 
listed in the supplemental data associated with this article.   
 
3.3. IPA generation of functional networks from the proteomic data set 
 Uploading of the gene IDs of the 39 identified proteins into IPA allowed to determine 
functional networks/pathways underlying a wider pattern of proteins with possible altered 
abundance after MD deficiency. Each focus protein was uniquely and accurately recognised by 
the software. Considering only mammalian species and heart tissue into analysis, IPA showed 
that all focus proteins, except albumin (ALB), biliverdin reductase B (BLVRB), fibrinogen 
gamma chain (FGG), histone cluster 2 (HIST2H2BE) and TF, fitted to a putative network 
associated with the biological function “Developmental Disorder, Cellular Compromise, Lipid 
Metabolism” (IPA score = 59; Focus proteins = 34). The list of the 207 proteins involved in this 
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network is provided as supplemental data. Figs. 4A and 4B show the 220 direct interactions (i.e. 
with physical contact or induction of chemical modifications), and 163 indirect interactions (i.e. 
without any physical contact) between 95 and 68 proteins of the network, respectively. Each 
group of interactions matches the biological function associated with the network. Interestingly, 
64% of direct interactions pertain to protein acting on the expression of another protein. As 
shown in Table 2, the network can be split into 3 sub-networks related to more specific functions, 
namely (i) cell structure and function, (ii) cardiovascular development and function, and (iii) 
lipid metabolism and transport. Only the focus protein destrin (DSTN) is present in both sub-
networks 1 and 2. Among all focus proteins, IPA reported nuclear localization only for prohibitin 
(PHB) (sub-network 1) and α-crystallin B (CRYAB) (sub-network 3).  
 
3.4. In vitro model of MD deficient cardiac cells 
 To better understand the cellular mechanisms of the impact of MD deficiency on the 
myocardium, we designed a cardiac cell model made deficient in MDs. For that purpose, we used 
rat embryonic, heart derived cardiomyoblast cells, H9c2, a common model system for studying 
many aspects of cardiac biology in vitro including notably cardiac hypertrophy, one important 
feature of MD deficiency in rat pups [12]. First, aiming to evaluate the time needed for depleting 
cells of MDs and subsequent increase in extracellular Hcy, H9c2 cells were exposed to synthetic 
MDD or C MCDB-131 medium from 1 to 14 days. Intracellular folate and vitamin B12 
concentrations decreased rapidly after 1 day, reaching minimum levels at D4 and remaining low 
until D14 (data not shown). Fig. 5 presents the dramatic decrease in folate concentration in H9c2 
cells exposed for 4 days to the MDD condition compared to the C one. It also shows that the 
intracellular concentration of vitamin B12 was concomitantly lowered by 60%. Compared to the 
C condition, MD deficiency induced an increased release of Hcy into the medium throughout the 
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14 days (not illustrated). At day 4, where folate and vitamin B12 deficiencies were the highest, 
extracellular export of Hcy was significantly augmented by 1.6 fold (Fig. 5).  
 
3.5. Responses of focus proteins to MD deficiency in rat pup myocardium and in H9c2 cells  
 Many proteomic results presented herein, namely decreased abundances of trifunctional 
enzyme subunit alpha (HADHA), acyl CoA dehydrogenase (ACADS), NADH dehydrogenase 
flavoprotein 2 (NDUFV2) and NADH dehydrogenase 1 alpha subcomplex subunit 10 
(NDUFA10), and increased abundance of FABP3 in MDD pups hearts, are in agreement with 
data from previous Western blot analysis of heart protein extracts from similarly treated animals 
[12]. As shown in Fig. 6A, the proteomic result (see Table 1) for the small heat shock protein 
(sHSP) CRYAB was confirmed by a Western blot assay, i.e. a decrease (FC = 1.4) in the 
abundance of CRYAB in rat pup myocardium after MD deficiency. When comparing CRYAB 
abundances in H9c2 cardiomyoblasts exposed for 4 days to the MDD MCDB-131 medium and in 
cells similarly exposed to the C MCDB-131 medium, a decrease (FC = 1.15) was observed, but 
the difference was not significant (Fig. 6B). Western blot assays with antibodies specific to other 
focus proteins of the proteomic analysis allowed highlighting the strong induction of PHB in 
MDD H9c2 cardiomyoblasts. Fig. 6B shows that PHB abundance was increased by 3.5 times 
after 4 days of cell exposure to the MDD medium compared with the C medium. Although being 
much higher, this increase in PHB abundance fully corroborates the variation observed in the rat 




 The major finding of the present proteomic study is that a variety of heart proteins is markedly 
altered in abundance in the myocardium of MDD rat pups. These changes that occurred 
concurrently with increased total protein carbonylation reveal (i) tissue oxidative stress and 
consecutive antioxidant responses, (ii) altered cell structure and organization with ER stress 
induction, and (iii) important metabolic changes, especially at the lipid and energy levels. 
 
4.1. Hyperhomocysteinemia, protein carbonylation and oxidative stress 
 MDD rat pups presented HHcy and abnormally increased Hcy concentration in myocardium, 
a condition associated with heart fibrosis and dysfunction [12]. Hcy-dependent toxicity in cardiac 
cells has been ascribed to overproduction of reactive oxygen species, altered NO availability and 
mitochondrial perturbation [21]. The present data show an occurrence of oxidative stress in 
MDD evidenced by the increase in total protein carbonylation, the main oxidative PTM. 
Formation of carbonyl groups into proteins can lead to the loss of their structural and/or catalytic 
function and exacerbate mitochondrial injury. Elevated carbonylation of plasma proteins has 
been reported in CVD patients [22]. Increased PC might account for the decreased abundance of 
AKR1B1 and PDIA3 in MDD myocardium [23]. Cardiovascular protection by AKR1B1 activity 
has been suggested in various pathophysiological conditions [24]. Decreased abundance of 
PDIA3, a protein involved in protein quality control, might alter the adaptive response of cardiac 
cells to oxidative insult caused by MD deficiency [25]. It is also plausible that the latter condition 
contributed to the reduced abundance of myocardial NDUFV2 and CRYAB which, like ACO2 
(see below), were reported to be sensitive to oxidative stress [26, 27]. Moreover, increased 
abundances of both cytoplasmic Cu-Zn superoxide dismutase (SOD1) and mitochondrial 
peroxiredoxin 3 (PRDX3) suggest that antioxidant enzyme mechanisms were induced to 
compensate for the onset of unbalanced redox state in MDD myocardium [28]. 
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4.2. Effects on cell structure and ER stress proteins 
 Remodelling of subcellular organelles like sarcolemma, sarcoplasmic reticulum, 
mitochondria or myofibrils is key element in the development of cardiac hypertrophy and heart 
failure [29]. Decreased abundances of myosin light chain-2 and -4 (MYL2 and MYL4), α-
tropomyosin (TPM1), TNNT2, and CRYAB on one hand, and increased abundances of heat 
shock protein beta 2 (HSPB2), DSTN, and troponin C (TNNC1) on the other hand, indicate 
alterations by MD deficiency in the structures of cytoskeleton and sarcomere, the contractile unit 
of the heart muscle. This is consistent with the fact that DSTN is an actin-depolymerizing factor, 
whereas TPM1 links competitively actin filaments in a protective manner [30]. In association 
with the troponin complex, TPM1 plays a central role in the calcium-dependent regulation of 
striated muscle contraction. Moreover, CRYAB, the most abundant sHSP, can interact directly 
with actin in cardiomyocytes and particularly in H9c2 cells during heat or ER stress, thus 
stabilizing the cytoskeleton and contractile myofilaments [31]. CRYAB could suppress cardiac 
hypertrophic responses and Cryab mutation was linked to a desmin-related myopathy in humans 
and mice with aberrant amyloid-positive aggregates, contractile dysfunction and progress to heart 
failure [32, 33]. HSPB2, also known as myotonic dystrophy protein kinase binding protein 
(MKBP), is essential for normal cardiac function, but its cellular functions and induction 
characteristics differ from those of other sHSP [34]. Such differences might account for the 
opposite responses of myocardial HSPB2 and CRYAB to MD deficiency. Increased abundance 
of HSPB2, and possibly HSPD1 and HSPA9, could also thwart caspase activation, thus 
contributing to the previously reported absence of cell apoptosis in MDD myocardium [12, 35]. 
Likewise, the augmented abundance of multifunctional phosphatidylethanolamine-binding 
protein 1 (PEBP1) was coherent with impaired activation of the ERK signaling pathway and 
myocardial dysfunction [12, 36]. Interestingly, induction of certain sHSPs could be involved in 
the concurrently increased abundance of atrial natriuretic factor precursor (NPPA) [37]. The 
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latter change agrees with previous reports of increased concentration of plasma brain natriuretic 
peptide (BNP) in MDD rat pups [12] and other models of cardiac lipid accumulation or 
hypertrophy, or hyperhomocysteinemia [38, 39]. Both NPPA and BNP are considered as 
predictors of cardiovascular events and death in at-risk subjects or patients [40]. Finally, 
PSMD13, the regulatory subunit of the 26S proteasome involved in the ATP-dependent 
degradation of ubiquitinated proteins, also showed an increased myocardial abundance. This 
suggests that, in addition to protein repair and folding by HSPs, clearance of damaged proteins 
could be activated during MD deficiency to prevent their aggregation [41].  
 
4.3. Effects on lipid and energy metabolism 
 Among all the myocardial proteins modified by MD deficiency, 39% play a role in energy 
production and lipid metabolism, in agreement with previous reports in this model [12]. 
Decreased abundance of NDUFV2, NDUFA10, ACADS and HADHA was consistent with the 
concomitantly decreased expression of ERRα and PPARα, and/or imbalanced 
methylation/acetylation of PGC-1α associated with cardiac hypertrophy [42, 43]. The dissimilar 
results obtained for FABP3 and acyl-coenzyme A thioesterase 2 (ACOT2), i.e. increased 
myocardial abundances, is likely related to the in vivo complexity of tissue-selective metabolic 
regulation by co-expressed cofactors other than ERRα and PPARα [44]. Moreover, FABP3 like 
adipocyte FABP4 could contribute to the development of metabolic and cardiovascular 
complications during obesity, and increased FABP3 concentrations were measured in plasma of 
patients with acute myocardial infarction [45, 46]. In addition to decreased fatty acid oxidation, 
increased glucose utilization has been associated with heart failure [47]. In agreement with the 
latter, the abundance of the β-isozyme subunit of enolase (ENO3) was increased in the 
myocardium of MDD rat pups. This suggests an elevated glycolytic flux as a response to higher 
energy needs in the MDD myocardium [48]. Likewise, isocitrate dehydrogenase 3 (IDH3) which 
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catalyzes the oxidative decarboxylation of isocitrate in the Krebs cycle, showed an augmented 
abundance. Contrastingly, decreased abundance of ACO2, the enzyme of the preceding step of 
the cycle, was likely related with its high sensitivity to oxidative stress induced by the MD 
deficiency [49]. Although not associated with variations of complex IV and V activities, 
respectively [12], increased abundances of cytochrome c oxidase subunit 5A (COX5A) and 
ATP5j, agree with their reported involvement in several cardiac phenotypes [50, 51]. Moreover, 
mitochondrial elongation factor Tu (TUFM) and 60S acidic ribosomal protein P2 (RPLP2), two 
proteins related to protein biosynthesis, also exhibited increased abundances in MDD 
myocardium. Expression of TUFM is increased in ischemic rat heart [52].  
 An intriguing finding is the increased abundance of APOA1 and APOE proteins in the 
myocardium of MDD rat pups. Such a change constitutes a cardiovascular protective response 
[53]. However, plasma levels of APOA1 were decreased in genetic mouse model of severe HHcy 
and in males with coronary artery disease [54]. It has been shown that (i) both apoE and apoA1 
promoters are activated by binding of the transcription factor Sp1 to a consensus nucleotide 
sequence close to the transcriptional start site and (ii) in such cases, low CpG methylation at this 
sequence facilitates recruitment and binding of Sp1 to it [55-57]. It suggests that increased 
abundances of APOE and APOA1 in MDD myocardium might result from such gene up-
regulation since methylation capacity of the tissue was reduced, as shown by decreased S-
adenosylmethionine/S-adenosylhomocysteine ratio [12]. Besides, the concurrently increased 
expression of PPARγ and decreased expression of ERRα might also account for apoE and apoA1 







4.4. Cellular model of MD deficiency 
 To decipher the mechanisms of the effect of MD deficiency on myocardial protein 
expression, we developed an in vitro model of deficiency using the H9c2 cells made deficient in 
folate, vitamin B12 and choline. This cell line is used for in vitro investigation of various 
conditions of cardiac biology like cardiac hypertrophy [16], one major feature of MD deficiency 
in rat pups [12]. Our work shows that this condition induced a moderate but significant increase 
in the release of Hcy by such cells. No cell necrosis was observed in the myocardium of these 
animals, as well as in MDD H9c2 cells (data not shown), in accord with the concentration-
dependent effect of Hcy on viability of these cells [60]. Western blot assays of H9c2 cells and rat 
pup myocardium confirmed the proteomic data showing decreased CRYAB and increased PHB 
abundances after MD deprivation. PHB up-regulation could be related to the best-characterized 
role of this chaperone protein in the stabilization of mitochondrial proteins, consistent with the 
finding that mitochondrial structure and function are major targets of MD deficiency [12, 61]. 
PHB has also been implicated in other cellular processes such as proliferation/apoptosis, gene 
transcription and cell protection against oxidative stress [62, 63]. Particularly abundant in many 
tissues including the heart, PHB is located mainly in the mitochondrion inner membrane as a 
complex of 2 components (PHB1 and PHB2), but also in the cytoplasm or the nucleus depending 
on the cell type and situation. Notably, overexpression of PHB1 in cultured cardiomyocytes or 
H9c2 cells protected mitochondria from H2O2-induced injury and apoptosis, respectively [64, 
65]. Whether increased abundance of PHB in MDD myocardium is indicative of a cell survival 







  In conclusion, our study points out that MD deficiency in rat cardiac cells altered various 
components of cell function and morphology, particularly at the mitochondrial level. As shown 
by increased carbonylation of tissue proteins, it brings evidence for oxidative stress in the 
myocardium of MDD rat pups. Such PTMs might account for the decrease in abundance of 
several identified proteins, especially among those involved in energy metabolism and fatty acid 
β-oxidation. Our proteomic analysis also indicates that the myocardium triggers different 
compensatory mechanisms as a protective response to the alterations induced by MD deficiency. 
Increased expression of ER stress proteins as antioxidant and proteolysis enzymes could be part 
of this response by precluding oxidative PTMs, activating the repair and clearance of oxidized 
proteins or preventing the formation of unfolded protein aggregates. The in vitro cell culture 
model we developed shows features of MD deficiency and moderate increase in cellular 
production and extracellular release of Hcy. Our results suggest that this condition gives rise to 
many changes in tissue or cell proteome that differ from those caused by severe HHcy or high 
extracellular Hcy concentrations. The H9c2 cell model thus should be useful in dissecting the 
molecular mechanisms of the early metabolic and structural changes that occur in cardiac cells 
after the onset of MD deficiency.  
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Fig. 1. Changes in total protein carbonyl (PC) levels in myocardium of rat pups after maternal 
MD deficiency. (A) Representative dot-blot performed with 3 increasing loads of proteins; (B) 
Quantitation of total myocardial PC. Data were analyzed using Student’s t-test. Values are means 
(± SD), n = 4 rats per group. *: p<0.05 for MDD vs. C. 
 
Fig. 2. (A) Densitometry scanning of typical Coomassie blue-stained 2-D gels carried out with 
total protein extracts from rat pup myocardium. X-axis: pI, Y-axis: MW. The circled areas and 
allocated numbers mark all the protein spots exhibiting significantly different volumes when 
comparing the MDD and C conditions (p<0.05 using ANOVA integrated to the Samespots 
software). (B) Highlight of two spots exhibiting increased and decreased volumes between C and 
MDD myocardium. 
 
Fig. 3. Distribution of identified proteins differentially expressed in MDD myocardium among 
biological processes (A) and cell location (B) (GO analysis of the data). The values shown in the 
pies are the percent and number of these focus proteins ascribed to the indicated cell process or 
location (detailed information in the additional Word file). 
 
Fig. 4. Relationships between all proteins of the network generated by IPA from proteomic 
analysis of MDD myocardium (Path Designer graphics). Nodes represent proteins linked by 
either a solid or a dotted line for direct (A) or indirect (B) interaction, respectively. Arrows 
signify different actions from one molecule to another: expression/transcription control; 
activation for signalling pathways, conversion for metabolic pathways or binding for 
ligand/receptors. Red or green-filled nodes symbolize focus proteins displaying increased or 
decreased abundance, respectively, while other interacting proteins with no background colour 
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are those inserted by IPA. Shapes of nodes:  cytokine/growth factor,   enzyme,  G-
protein coupled receptor,  kinase,  ligand-dependent nuclear receptor,  peptidase, 
 phosphatase,  transcription regulator,  translation regulator,  transmembrane 
receptor,  transporter,  other (detailed information on all the network proteins in the 
additional Word file). 
 
Fig. 5. Variations in intracellular concentrations of folate (A) and vitamin B12 (B), and 
extracellular concentrations of Hcy (C) in H9c2 cardiomyoblasts exposed for 4 days to a MDD 
synthetic MCDB-131 medium. Differences between MDD and C were analyzed using Mann 
Whitney test (A: *: p<0.05 and B: p=0.114) and Student’s t-test (C: **: p<0.01). Values are 
means (± SD) of 4 experiments with independent cell cultures.   
 
Fig. 6. Western blot analysis of changes in abundance of CRYAB and PHB in rat pup 
myocardium (A, B) and H9c2 cardiomyoblasts (C, D) after MDD. A and C: Representative 
Western blots; B and D: Quantification of band intensity by densitometry analysis. 
Normalization for loading differences was achieved by dividing the densitometry values for 
individual bands by those for β-actin in the same lane. Differences between MDD and C were 
analyzed using Student’s t-test. Values are means (± SD) of 4 assays with protein extracts from 
























































Table 1: Summary of differentially abundant myocardial proteins of rat pups in response to MD deprivation of dams identified by proteomics. 
A: Identified proteins with 



















Theoretical  MW 
(kDa)/pI  
Troponin T** 1, 2 P50753 0.007 2.3  150 40% 16 35/4.9 
Serotransferrin** 6, 10, 40 P12346 0.003 1.9  175 32% 23 76/7.1 
Aconitase 2, mitochondrial** 11, 16, 35, 43 Q9ER34 0.000 1.8  178 36% 22 85/7.9 
αB-crystallin** 19 P23928 0.007 1.6  80 41% 8 19/6.3 
NADH dehydrogenase 
[ubiquinone] 1 alpha 
subcomplex subunit 10** 
20 Q561S0 0.001 1.6  202 67% 19 40/7.6 
Trifunctional enzyme subunit 
alpha 
18 Q64428 0.028 1.6  72 12% 8 82/9.2 
Myosin light chain-2 isoform 30 P08733 0.002 1.4  80 61% 8 18/4.5 
Acyl-Coenzyme A 
dehydrogenase, C-2 to C-3 short 
chain 
33 Q6IMX3 0.036 1.4  89 27% 9 45/8.5 
Biliverdin reductase B (flavin 
reductase (NADPH)) 
36 B5DF65 0.011 1.4  105 73% 9 22/6.3 
Protein disulfide-isomerase A3 
precursor** 
39, 45 P11598 0.010 1.4  153 42% 19 56/5.9 
Albumin-like** 54 P02770 0.005 1.3  94 24% 12 52/5.6 
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 **: p<0.05 using ANOVA followed by Bonferroni post-tests 
NADH dehydrogenase 
(ubiquinone) flavoprotein 2** 
63 P19234 0.004 1.3  91 53% 11 27/6.2 
Histone H2B.1 57 Q161778 0.042 1.3  90 78% 9 11/10.1 
Myosin light chain 4 isoform 65 P17209 0.045 1,2 144 70% 13 21/5.0 
Aldose reductase 74 P07943 0.037 1.2  75 33% 9 35/6.2 
Fibrinogen gamma chain 
precursor 
75 P02680 0.009 1.2  60 20% 8 50/5.6 
α-Tropomyosin 83 P58772 0.040 1.1  150 42% 17 32/4.7 
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Apolipoprotein E precursor** 12 P08226 0.044 1.7   70 18% 6 35/5.6 
Acyl-coenzyme A thioesterase 2** 14 O55171 0.012 1.7  111 30% 14 49/7.7 
Atrial natriuretic factor precursor** 26 P01161 0.041 1.5  87 33% 6  17/6.7 
Fatty acid binding protein 3** 34, 41, 55 P07483 0.014 1.4  73 40% 5 14/5.9 
Destrin 28 Q730E3 0.033 1.4  160 16% 2 18/8.2 
Troponin C 37 P19123 0.048 1.4  64 35% 5  18/4.0 
Heat shock protein 27** 52 P42930 0.016 1.3  83  48% 9 22/6.1 
Proteasome (prosome, macropain) non-
ATPase 26S subunit 13** 
60 B0BN93 0.040 1.3  96 30% 7 42/5.5 
Isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) 
alpha** 
64 Q9D6R2 0.003 1.3  83 35% 8 34/5.9 
ATP synthase-coupling factor 
6,mitochondrial precursor  
48, 58 P21571 0.015 1.3  62 37% 5  12/9.4 
β-enolase 53 P15429 0.019 1.3   80 21% 9  47/7.1 
GRP 75 Mortalin 56 P38646 0.015 1.3  87 23% 15 73/5.9 
Heat shock protein beta 2  62 O35878 0.040 1.3  67 59% 7 20/5.3 
Elongation factor Tu** 66 Q8BFR5 0.033 1.2  189 46% 20 49/7.2 
Prohibitin** 67 P67779 0.049 1.2  131 67% 13 29/5.6 
Phosphatidylethanolamine binding 
protein** 
77 P31044 0.031 1.2  134 67% 12 20/5.5 
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Superoxide dismutase [Cu-Zn] 71 P07632 0.021 1.2  64 38% 6 15/5.9 
Apolipoprotein A-I precursor  44, 72 P04639 0.018 1.2  86 38% 11 30/5.5 
Cytochrome C Oxidase  78 P00426 0.041 1.2  112 85% 9 12/5 
Hspd1 protein  79 P63038 0.014 1.2  262 50% 22 59/8 
60S acidic ribosomal protein P2 80 P02401 0.012 1.2  91 70% 6 11/4.4 
Peroxiredoxin 3  82 Q9Z0V6 0.032 1.1  78 28% 7 28/7.1 
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Table 2  
Sub-networks evidenced by IPA when uploading the identified proteins displaying differential abundance in the myocardium of rat pups after 
maternal methyl donor deficiency 
↑: Increased abundance; ↓: Decreased abundance 
Sub-networks and 
biological functions identified 
Score Focus Proteins involved in the networks Other proteins 
1: 
Cellular Compromise, 
Cell Morphology, Cellular 




↑ ATP5J, COX5A, DSTN, ENO3, FABP3, HSPA9, 
PHB, PRDX3, PSMD13, RPLP2 
↓ ACADS, AKR1B1, MYL4, NDUFV2 
 
BCKDHB, COX6B1, COX6C, COX7A2, CTNNB1, 
ECM1,  FCGRT, GLO1, GPX3, H1F0, IQCB1, 
MAPKAPK5, MYC, NFE2L2, NFKB1, SLC25A22, 
SNCA, SRXN1, TFAM, TNF, TP53  
2: 
Cardiovascular Disease, Tissue 
Development, Cardiovascular 






↑ ACOT2, DSTN, IDH3A, NPPA, PEBP1, TNNC1, 
TUFM 
↓ ACO2, HADHA, MYL2, NDUFA10, PDIA3, 
TNNT2, TPM1 
 
CCND1, CREB1, DAPK3, DIO2, DNAJB4, EGF, 
HADHB, IDE, MCF2L, NR2C2, NRIP1, PPAP2B, 
PRKG1, PTK2, SRFBP1, TDGF1, TEAD3, TEAD4, 
TMOD1, TNNT1, WNT11 
3: 
Lipid Metabolism, Molecular 






↑ APOA1, APOE, HSPB1, HSPB2, HSPD1, SOD1, 
↓ CRYAB 
 
AMFR, APOB, APOM, CETP, CLU, CRYAA, CYBB, 
DMPK, GFAP, GPX3, HSD11B1, HSPB6, HSPB8, 
ITGA3, LALBA, LIPG, LPL, MAPKAPK2, 
MAPKAPK5, Mapt, MME, NR1H3, PLTP, PPP3CA, 
RARG, RXRG, VCAM1, XDH 
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I. 4. Résultats majeurs 
 
I. 4. 1. Génération d’un stress oxydant dans le myocarde des ratons carencés 
en PDM 
Le stress oxydant a été évalué en mesurant la carbonylation totale des protéines au moyen 
d’une technique de Dot-Blot. Nos résultats montrent que celle-ci est augmentée de 1,9 fois 
dans le myocarde des ratons déficients en PDM relativement aux contrôles. 
Notre étude démontre qu’une déficience maternelle en PDM d’origine alimentaire engendre 
un stress oxydant qui se traduit par une élévation du niveau total de MPT oxydatives des 
protéines du myocarde de leur progéniture. 
 
I. 4. 2. Altération du protéome myocardique chez les ratons carencés en PDM 
Notre analyse protéomique a permis de montrer d’une part, une différence d’abondance pour 
39 protéines du myocarde entre les ratons déficients en PDM et leurs témoins. L’abondance 
de 22 d’entre elles était augmentée, alors qu’elle était diminuée pour 17 autres. Une grande 
partie de ces protéines est localisée dans le cytoplasme (47%) et les mitochondries (33%); 
elles interviennent principalement dans la production d’énergie cellulaire (21%) et le 
métabolisme lipidique (18%) mais aussi dans le stress du RE (15%), la structure cellulaire et 
la réponse antioxydante (10%).  
Notre étude protéomique montre également que l’abondance d’une variété de protéines est 
altérée par la déficience en PDM dans le myocarde des ratons. Enfin, l’analyse 
bioinformatique nous a permis de démontrer que ces changements affectent notamment la β-
oxydation des acides gras et le métabolisme énergétique. 
 
I. 4. 3. Développement d’un modèle in vitro carencé en PDM 
Afin de déterminer le temps nécessaire pour dépléter les cellules en folates et vitamine B12 et 
observer une augmentation des concentrations d’Hcy extracellulaire, une cinétique de 
déplétion a été réalisée sur 14j. La concentration extracellulaire d’Hcy est fortement 
augmentée dès le 1er jour de carence en PDM (+125%) (Tableau 6). A 4 jours, 
l’augmentation d’Hcy est maintenue autour de 102% dans les cellules carencées en PDM. 
Parallèlement, les niveaux de folates des cardiomyoblastes sont fortement réduits (par 74%) 
dès le 1er jour de déplétion. Après carence en PDM, ces cellules sont aussi déficientes en 
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vitamine B12 comparativement à leurs témoins. Néanmoins la plus forte déficience en folates 
et vitamine B12 est retrouvée à 4 jours. Pour ces raisons, nous avons déplétés les cellules 
H9c2 pendant 4 jours.  
 
Tableau 6 : Taux d’augmentation et de diminution, respectivement, des concentrations 
d’homocystéine extracellulaire, et de vitamine B12 et folates intracellulaires après 
exposition des cellules H9c2 à un milieu déficient en PDM vs le milieu C. 
 
Les conditions de déficience (4 jours dans un milieu carencé en folates, vitamine B12 et 
choline) induisent donc une HHcy modérée dans les cardiomyoblastes et définissent 
notre modèle cellulaire. 
 
I. 4. 4. Reproduction, in vitro, dans un modèle cellulaire de carence en PDM 
des variations d’expression de protéines identifiées in vivo 
Cette étude a été réalisée dans le but de déterminer au moyen d’une technique de Western blot 
si des protéines identifiées par l’approche protéomique in vivo présentaient également des 
abondances altérées dans des cardiomyoblastes carencés en PDM in vitro. Notre intérêt s’est 
porté sur les protéines suivantes : l’α-crystalline B (CRYAB) qui est la plus importante des 
chaperones des cardiomyocytes (Singh et al., 2007) et la prohibitine (PHB) qui aurait 
également une activité de chaperone, ainsi qu’un rôle protecteur contre le stress oxydant dans 
les cellules H9c2 (Liu et al., 2009). Nos résultats montrent que ces deux protéines ont leur 
abondance respectivement diminuée et augmentée après 4 jours d’exposition à un milieu 
carencé en PDM. Ces variations sont en accord avec celles observées in vivo dans le 
myocarde des ratons de 21 jours déficients en PDM. 
 
 % des variations (PDM vs C) 
Temps d’exposition (en jours) 1 4 8 14 
Homocystéine + 125 + 102 + 67 + 57 
Folates - 71 - 93 - 91 - 52 
Vitamine B12 - 34 - 84 - 50 - 87 
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Deux protéines chaperones, CRYAB et PHB, ont leur abondance altérée dans notre 
modèle de cardiomyoblastes déficients en PDM et générant des quantités excessives 
d’Hcy comparativement à des mêmes cellules exposées à un milieu complet.  
 
I. 5. Conclusion 
Nous avons montré à travers cette étude qu’une déficience nutritionnelle en 3 PDM (folates, 
vitamine B12 et choline) chez la rate induit des changements au niveau du protéome 
cardiaque de sa progéniture à l’âge de 21 jours, affectant différentes voies métaboliques 
essentielles à la fonction tissulaire (le métabolisme énergétique par ex.). L’augmentation du 
niveau total des MPT oxydatives des protéines suggère l’induction d’un stress oxydant dans 
ces conditions. Ces modifications pourraient contribuer à la diminution d’abondance observée 
pour diverses protéines de notre analyse protéomique.  
Le modèle cellulaire de déficience en PDM et d’HHcy que nous avons développé ouvre de 
nouvelles perspectives d’étude des mécanismes cellulaires et moléculaires précoces induits 
par cette condition. Ceci est particulièrement vrai pour les 2 protéines chaperones, PHB et 
CRYAB, dont l’abondance est modifiée par la déficience en PDM similairement in vivo, dans 
le myocarde des ratons et in vitro, dans des cardiomyoblastes. Notre modèle cellulaire 
pourrait donc être utilisé pour mieux comprendre le rôle des processus de remodelage des 
protéines cardiaques au cours d’une déficience en PDM. Les dysfonctionnements 
métaboliques générés par cette dernière dans le myocarde des ratons pourraient participer au 












II. Seconde étude (publication n°2) 
 
II. 1. Introduction 
Dans la première publication, nous avons montré une modification du protéome cardiaque chez 
des ratons déficients en PDM, puis développé un modèle de cardiomyoblastes déficients en 3 
PDM (folates, vitamine B12 et choline). Dans cette seconde étude, nous avons comparé ce 
dernier à un modèle cellulaire similaire ne mimant cette fois-ci que la déficience en folates. 
Celle-ci, comparativement à celle de la vitamine B12 ou de la choline, est fréquente dans 
différentes fractions de la population générale. 
Quinze pour cent des protéines myocardiques que nous avons identifiées comme affectées par la 
déficience maternelle en PDM chez le raton, interviennent dans la réponse au stress du RE. Il 
s’agit notamment de plusieurs Hsps (Hsp27, Hsp70, Hsp60). De plus, l’abondance d’au moins 2 
de ces protéines, les molécules chaperones CRYAB et PHB, variait de la même manière in vitro 
dans des cardiomyoblastes en culture et in vivo dans le myocarde des ratons consécutivement à la 
déficience en PDM. Les chaperones contribuent au bon repliement des protéines dans le RE. 
L’accumulation dans ce compartiment de protéines de conformation anormale engendre un stress 
qui se traduit par la réponse UPR. De nouvelles chaperones sont notamment synthétisées pour 
réparer ces anomalies et participer à l’élimination des protéines irrémédiablement malformées. 
Nous avons précédemment montré que le niveau total de la carbonylation des protéines 
myocardiques était augmenté chez les ratons déficients en PDM. Or, la carbonylation est un 
mécanisme de MPT irréversible qui conduit les protéines à leur dégradation (Jung et al., 2006). 
Comme nous l’avons relaté dans la revue bibliographique, des études ont montré l’induction 
d’un stress du RE dans des conditions de déficience nutritionnelle en PDM et d’HHcy (Kokame 
et al., 1996; Alessio et al., 2010). Cependant, peu de ces études ont porté sur le tissu cardiaque.  
 
II. 2. Objectifs 
L’étude in vivo chez le raton a apporté de nouvelles informations sur l’impact de la déficience en 
PDM et l’HHcy associée sur le protéome du tissu cardiaque. Toutefois, nous ne disposions pour 
comparaison d’aucune donnée sur l’impact de la seule déficience en un PDM majeur comme les 
folates. La possibilité de manipuler la composition du milieu de culture synthétique que nous 
avons développé pour notre étude in vitro nous a donc conduit à mettre en place un modèle 
similaire de cardiomyoblastes (lignée H9c2) spécifiquement carencées en folates. Les impacts 
des 2 conditions de déficience, l’une en folates, l’autre en folates, vitamine B12 et choline, ont 
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ainsi pu être comparés au niveau du protéome de ces cellules. On pouvait théoriquement 
s’attendre à un effet plus modéré de la déficience en un seul PDM. Cette seconde étude visait 
également à déterminer l’impact des 2 conditions de carence sur la réponse au stress du RE et 
l’expression de gènes impliqués dans le système de dégradation des protéines protéasome-
dépendant. 
 
II. 3. Publication n°2 intitulée « Folate and methyl donor deficiency modify proteome 
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Folate, vitamin B12 and choline, namely methyl donor (MD) involved in the 
remethylation of homocysteine (Hcy) to methionine. A MD deficiency is linked with an increase 
in plasma Hcy level, a condition considered as a risk factor for cardiovascular disease. We 
previously showed that MD deficient diet altered cardiac proteome of pup rats and induced an 
increase of protein oxidative modification. Moreover, MD deficient (MDD) medium in 
cardiomyoblast cells induced an alteration of the chaperon’s proteins α-crystalline β (CRYAB) 
and prohibitin (PHB). However, the mechanisms in these cardiac proteome changes remain still 
unclear. We used the in vitro H9c2 cell model, lacking either folate (FD) only or several MD. 
Our results showed that a 4-day MD deficiency, but not FD was associated with a significant 
increase in extracellular concentration of Hcy compared to control. The proteome analyses of FD 
and MDD cells compared to that of the control revealed that both conditions modulated the 
expression of thirteen proteins. They notably modified gene and protein expression of CRYAB, 
protein disulfide isomerase-4 and prohibitin Because of the location and role of chaperones in 
the endoplasmic reticulum, we studied mRNA expression of ER stress actors, namely CHOP, 
ATF6, and BIP and the observed significant increase at D1 of deficiencies suggest an 
augmentation protein of misfolding. Furthermore, mRNA of E3 ubiquitin ligases, namely Hrd1 
and Mafbx, key enzymes of protein degradation by proteasome increased at D4. In conclusion, 
folate and MD deficiencies led to accumulation of aberrant proteins that induce ER stress and 
degradation of proteins by proteasome. 
 
Keywords: Methyl donor deficiency; H9c2 cells; ER stress; homocysteine; Myocardium; 
Proteomics 




Numerous studies have highlighted the relationships between diet and health. Imbalanced 
diets lead to deficiencies in micronutrients including vitamins. A particular interest has focused 
on specific vitamins which are considered as methyl donor (MD): folate, vitamin B12 and 
choline. These MD are involved in the remethylation of homocysteine (Hcy) to methionine. MD 
deficiency conduces to hyperhomocysteinemia (HHcy), a risk factor for cardiovascular diseases. 
Garcia et al. showed that MD deficiency is related to ventricular hypertrophy in pup rats 
associated with lipid and energy metabolism modifications, impairment of mitochondrial fatty 
acid ß-oxidation, and alteration of gene and protein expression of PPAR (Garcia et al., 2011).  
The mechanisms underlying the MD deficiency associated with HHcy have been largely 
investigated. In vivo and in vitro studies indicated that it can increase oxidative stress (Chang et 
al., 2007; Lan et al., 2007; Tyagi et al., 2011). Moreover, it has been shown that MD deficiency 
and HHcy can induce mis-incorporation of uracile in DNA and alter its methylation and repair 
that can lead to gene modifications and thus aberrant proteins (Niculescu et al., 2006; Duthie et 
al., 2010). In a previous study, we showed in MDD pup rats increased formation of carbonyl 
groups into proteins (Martinez et al., in press). Protein carbonylation is an irreversible oxidative 
post-translational modification leading to non functional conformation and subsequent 
degradation by the proteolysis apparatus (Jung et al., 2006). Carbonylated actin has been shown 
as degraded by the proteasome in ischemic heart (Divald et al., 2006) and cytoskeletal protein 
carbonylation can conduct to aggregate formation (Castro et al., 2012) which is prevented by 
chaperone proteins. Our earlier results demonstrated changes in the abundance of several 
proteins involved in the protein folding, notably heat shock proteins (Hsp) Hsp27, Hsp70, 
prohibin (PHB), and α-crystallin B (CRYAB) (Martinez et al., in press). Hsp have been 
implicated in cardioprotection. Indeed, the expression level of Hsp70 protein and the activity of 
the heat shock transcription factor-1 were elevated in rat heart hypertrophy induced by exercise 
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(Sakamoto et al., 2006). Moreover, overexpression of Hsp20 in mice improved cardiac function 
and prolonged survival after chronic administration of doxorubicin, a drug with cardiotoxic 
effects, and attenuated cardiac injury by notably limited cardiomyocyte death and apoptosis (Fan 
et al., 2008).  
Several chaperones are located in endoplasmic reticulum (ER), site for protein translation 
and folding. It has been shown that accumulation of unfolded/misfolded proteins in the ER 
lumen results in an ER stress and the onset of an Unfolded protein response (UPR) (Jager et al., 
2012). This is taking place from the activation of three transmembrane proteins of the ER: the 
protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), the activating transcription 
factor 6 (ATF6), and the inositol requiring enzyme 1 (IRE-1), aiming together to increase the 
capacity of folding, maturation, or degradation of the ER. Some studies showed that a high level 
of Hcy can induce an ER stress. In vitro, Hcy alters the expression of genes sensitive to ER stress 
like GADD153, GADD45, AFT4, and ATF6 (Outinen et al., 1999; Zhang et al., 2012). 
Exposure of osteoblast cells for 24 h with high levels of Hcy (2.5 and 5 mM) induced an 
increased expression of proteins GRP78, IRE-1, C/EBP-homologous protein (CHOP) and ATF4 
(Park et al., 2012). Moreover, in ApoE-/- mice fed a diet enriched in methionine with low folate, 
vitamins B12 and B6, a moderate HHcy was observed with an increased expression of binding 
immunoglobulin protein (BiP also named 78 kDa glucose-regulated protein homolog, GRP78) 
and GRP94 (Alessio et al., 2011).  
However, the mechanisms by which the MD deficiency can alter the cardiac proteome 
remain still unclear and the relations between MD and ER stress are not yet fully investigated. 
The aim of the present study performed in H9c2 cells was then to bring further information on 
the impact of folate deficiency and folate/vitamin B12/choline deficiencies on the 
cardiomyoblast proteome, and to compare the differential protein expression induced by both 
deficiencies in order to better indentify reticulum endoplasmic actors in those deficient cells. 




Materials and methods 
Model of FD and MD deficient cardiac cells and conditions of deficiency: H9c2 cells from the 
clonal myoblastic cell line, derived from embryonic rat heart (ATCC, LGC Standards, 
Molsheim, France) were cultured as previously described (Martinez et al., in press). Folate 
deficient (FD) and MDD media were made in-house from synthetic and lacking folic acid- or 
folic acid, vitamin B12 and choline-depleted MCDB 131 media, respectively. Complete medium 
(C) was obtained by complementing the FD or MDD medium with the lacking nutrient(s) up to 
its (their) concentration in MCDB 131 (Knedler et al., 1987). Control, FD and MDD MCDB 131 
media were supplemented with 2 mM glutamine, 1% nonessential amino acids, 100 IU/mL 
penicillin/streptomycin (100 IU/mL) and 10% (v/v) dialysed FBS. After growing to 50-60% 
confluence in DMEM culture medium, cells were adapted overnight in the C MCDB 131 and 
then exposed either to the C, FD or MDD MCDB 131 medium for 4 days. Cells were grown to 
70% of confluence to maintain as cardiomyoblasts. At each passage or medium renewal, the 
used culture medium was sampled and kept at -80°C until further analyses.  
 
Extracellular Hcy and intracellular folate and vitamin B12 quantitations: Measurement of 
extracellular Hcy concentration was performed by reverse phase-HPLC coupled with 
fluorescence detection, after Hcy reduction by Tris(2-carboxyethyl phosphine hydrochloride) 
and derivatization with 7-fluorobenzofurane-4-sulfonic acid (Pfeiffer, 1999). Intracellular 
concentrations of both vitamins were determined by using a radio-dilution isotope assay 
(simulTRAC-SNB, ICN Pharmaceuticals). 
 
Lactate dehydrogenase release: LDH activity in the medium was monitored as an index of cell 
viability. After exposure of cells to C, FD or MDD medium for 4 days, the supernatants were 
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separated by centrifugation (500 x g, 3 min) and LDH concentrations were measured using a 
commercially available kit (Sigma-Aldrich) according to the manufacturer’s instructions. 
Absorbance was measured at 490 nm. 
 
Evaluation of cell size: After 4 days of treatment in C, FD and MDD media (n=3/condition), 
cells were trypsinized, suspended in PBS/EDTA 2mM, and directly passed through the flow 
cytometer. For each sample, 5,000 cells were recorded and analyzed through the forward scatter 
light (FSC) which is proportional to the cell size. The data were quantitatively analyzed using the 
CellQuest software®. 
 
Proteomics analyses: Following exposure to the different media, cells were washed twice with 
PBS and scraped in lysis buffer: 7M urea, 2M thiourea, 4% (w/v) 3-(3-cholamidopropyl) 
dimethylammonio-1-propanesulfonic acid (CHAPS), 0.2% (v/v) biolytes pH 3-10, 50 mM 
dithiothreitol (DTT), and 0.05% (v/v) protease inhibitor cocktail. Lysates were sonicated twice 
and cell protein concentration was determined by the RC DCTM protein assay kit. Extracted 
proteins were separated by two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2-D PAGE). 
For the first dimension of both analytical and preparative gels, 150 µg of proteins were loaded 
onto 7 cm, pH 3-10 non-linear, Bio-Rad ReadyStrips by inclusion of an adequate volume of 
extract in rehydration buffer [7M urea, 2M thiourea, 4% (w/v) CHAPS, 1% (w/v) DTT, 0.2 % 
biolytes pH 3-10, 0.0002% (w/v) Bromophenol blue] (BioRad, Sigma). The second dimension 
consists in separating protein spots. Spots were visualised on gels by 0.02% (w/v) colloidal 
Coomassie Blue and images were captured on an image scanner (Amersham ImageScanner, GE 
Healthcare, Orsay, France). Quantification of protein changes across triplicates of each protein 
sample from C, FD or MDD H9c2 cells (n=15/condition) was captured via image alignment and 
analysis, and integrated analysis of expression profiles using the Progenesis SameSpots software 
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(Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK). Results were expressed as means ± SD. 
Tailored multivariate statistical analysis facilities incorporated into the Progenesis SameSpots 
software were used for image analysis with p < 0.05 considered significant. Spots showing a 
significant change in abundance between two conditions were subsequently analysed by LC-MS-
MS: nano HPLC Ultimate 3000 RSL (Dionex, Courtaboeuf, France) and LTQ VELOS 
(ThermoScientific, Courtaboeuf, France). 
 
Western blot analysis: After 1, 2 and 4-days exposure to either C, FD or MDD MCDB 131 
medium, cell protein extracts were subjected to electrophoresis in 12% SDS-PAGE and 
transferred onto a PVDF membrane. Membrane was blocked with 5% (w/v) BSA in TBST 
buffer (20 mM Tris-HCl, 137 mM NaCl and 0.05% (v/v) Tween 20) and subsequently incubated 
overnight with a primary antibody, namely rabbit anti-PHB (dilution: 1/2000), anti-CRYAB 
(1/5000), or rabbit anti-β-actin polyclonal antibody (1/2500) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 
Fallavier, France). Membranes were then washed and incubated for 1 h with secondary goat anti-
rabbit IgG antibodys diluted 1/2000 (Millipore SAS, Molsheim, France). Antigen-antibody 
immunocomplexes were revealed by chemiluminescence and visualized by exposure to X-ray 
films. Bands were scanned and their intensities (expressed as arbitrary units) evaluated by a 
semiquantitative densitometry analysis performed with the ImageJ
®
 1.37v software (Wayne 
Rasband, NIH, USA). 
 
 Gene expression analysis using real-time RT-PCR. One µg of RNA was treated with DNase I, 
Amp grade (Invitrogen), prior to cDNA Synthesis. Half of one µg of treated RNA was reverse 
transcribed using random primers and superscript II reverse transcription kit (Invitrogen). 
Real time PCR was carried out using the CFX96 Real-time PCR detection system (Biorad). For 
PCR reactions a master mix of the following reaction components was prepared: 6 µl of water, 1 
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µl of each forward and reverse primer (10 µM), 10 µl of Sybr Green PCR master mix (Applied 
Biosystems, country) and 2 µl of a 50 fold dilution of the reverse transcribed total cDNA. The 
reaction mixture was initially denatured at 95°C for 10 min then cycled 40 times. In each cycle, 
the mixture was kept at 95°C for 10 sec, then at 60°C for 45 sec. The PCR reaction was 
supplemented by a melting curve analysis process in a temperature range from 55°C to 95°C 
with 0.5°C increments at each step. A negative control without cDNA template was run with 
every assay to assess the overall specificity 
Primers for rat sequences were used and yielded PCR products 100 bp in size. To normalize for 
mRNA content, 18S was also amplified. The comparative threshold cycle method with 18S as 
reference gene was used to compare the relative mRNA expression between FD, MDD and C 
groups, where the relative mRNA abundance was arbitrarily set to 1.   
 
Statistics 
Statistical differences between the C, FD and MDD conditions were determined by using 
ANOVA followed by post hoc comparisons. Results were presented as means ± SD. For all 
presented statistics, p value < 0.05 was considered significant.  
 




 In vitro model of FD and MDD cardiomyoblast cells 
 To better understand the cellular mechanisms of the impact of folate and MD deficiencies on 
myocardium, we developed an in vitro heart cell culture model using H9c2 cardiomyoblasts, 
lacking either folate (FD) or several MD (folate, vitamin B12 and choline). Extracellular and 
intracellular concentrations of Hcy and vitamins (folate and vitamin B12) in C and MDD 
conditions were previously analysed in Martinez et al., (in press, 2012).  
FD and MDD conditions resulted in a dramatic decrease in folate concentrations (67% and 95%, 
respectively) in H9c2 cells exposed for 4 days (Fig. 1A). After this time, absence of folate did 
not provoke vitamin B12 deficiency whereas absence of MD induced an important, but not 
significant, decrease in intracellular level of vitamin B12 in H9c2 cells (Fig. 1B). Finally, only 
MD deficiency was associated with an increase of extracellular Hcy levels (Fig. 1C). 
We assessed cytotoxic effects of FD and MDD media on H9c2 cells using the quantitation of 
LDH release. Cardiomyoblasts exposed to these conditions for 4 days released the same amount 
of LDH than those exposed to control medium (Fig. 2A), indicating no significant increase in 
cell death in the depleted media.  
MD deficiency and HHcy were associated with ventricular hypertrophy. Using flow cytometry, 
we thus evaluated the cell size after 4 days of exposure to the different conditions. Neither, folate 
or MD deficiencies did significantly change this parameter (Fig. 2B). 
 
FD and MDD media induced changes in the H9c2 proteome 
 To analyse the impact of FD and MDD conditions on cardiomyoblast cells, the proteomes of 
FD and MDD cells were compared to that of the C cells. Five biological replicates of the control 
and depletion experiments were realized. For each biological replicate, 2-D gels were realized in 
triplicate. A representative Coomassie blue-stained 2-D gel is presented in Fig. 3. Under our 
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experimental conditions, about 500 protein spots were detected per gel. Comparative analysis of 
the protein patterns using the Progenesis SameSpots software revealed 22 spots with a statistical 
different volume between the different conditions. The position and index number of the spots 
are indicated in Fig. 3. Of these, 13 proteins were identified by mass spectrometry, 7 being 
upregulated with fold changes (FC) in abundance ranging from 1.2 to 1.9 and 6 being down-
regulated with FC in abundance ranging from -1.2 to -1.5 after folate and MD deficiency 
compared to C (Table 2).  
Seven and eleven proteins were modified by the FD and MDD condition respectively, among 
which five proteins being commonly modified by both types of deficiency: the abundances of the 
protein disulfide isomerase A4 (PDIA4), Seryl-tRNA synthase (Sars) and serum albumin 
precursor (ALB) were increased in a range of 1.3 to 1.5 whereas the expression levels of the 
CRYAB and 60S acidic ribosomal protein P2 (Rplp2) were decreased. 
In the FD condition, two other proteins were differentially expressed: the nucleoside diphosphate 
kinase B (Nme1) was down-regulated, while the abundance of the inorganic pyrophosphatase 
(Ppa1) was increased. In MD deficiency, in addition to the 5 common proteins, the expression of 
six other proteins was modified. The Caldesmon 1 isoform β (Cald1), moesin (Msn) and glycyl-
tRNA synthetase (Gars) were up-regulated, unlike the mitochondrial glutamate dehydrogenase-1 
(Glud1), the electron transfer flavoprotein subunit α mitochondrial precursor (Efta) and the 
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) which were down-regulated. 
 
Folate and MD deficiencies modified mRNA and protein expressions of chaperones  
Proteomic analyses revealed that CRYAB and PDIA4 expressions were modified by both 
types of deficiency. In the myocardium of MDD pup rats as well as in cells exposed for 4 days to 
the MDD conditions, we previously showed a modification of the expression of 2 chaperones’ 
proteins, namely CRYAB and PHB. To elucidate the molecular mechanisms involved, we 
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analyzed the mRNA expression of PHB, CRYAB and PDIA4 in the different conditions. The 
expression profile of these 3 mRNAs is similar with folate and MD deficiencies: they were 
downregulated at D1 and D2 and upregulated at D4 in comparison with C (Fig. 4).  
Then, the expression of these two proteins was analyzed along the time course with Western 
blotting (Fig. 5). Compared to C cells, CRYAB decrease at D1 and D4 in FD cells and only at 
D4 in MDD cells. Inversely, PHB expression increased at D2 of folate deficiency and continued 
up to D4 compared to the C condition whereas the MDD condition induced a strong increase in 
PHB expression from the first day of deficiency (+ 50 %) until D4 when compared to C cells. 
CRYAB, PHB and PDIA4 are necessary for appropriate protein folding. Changes in their mRNA 
and proteins expressions with both deficiencies suggested the presence of an ER stress. 
 
Folate and MD deficiencies induced mRNA expression of ER stress biomarkers  
The assessment of an ER stress was performed with a time course analysis of the mRNA 
expression of some of its key actors such as CHOP, ATF6 and BiP/GRP78 in H9c2 cells 
exposed to FD and MDD media in comparison with the C condition. After one day of both 
deficiencies, the expressions of CHOP and ATF6 were strongly increased by a 20-fold and 2-
fold respectively (Fig. 6). These overexpressions were maintained over 4 days (data not shown). 
mRNA of BiP was overexpressed by a 2-fold only at D1 with folate and MD deficiencies (data 
not shown). 
 
Folate and MD deficiencies increased mRNA expression of markers of ubiquitin-proteasome 
system (UPS)  
The modifications of expression of chaperones’ proteins and the presence of ER stress in 
FD and MDD cells suggested that protein misfolding increased with these deficiencies. 
Misfolded proteins in the lumen or membrane of the ER are ultimately translocated into the 
  Résultats  
197 
 
cytosol, poly-ubiquitinated, and degraded by the proteasome. E3 ubiquitin ligases are key 
enzymes in the ubiquitination process as they recognize the substrate and facilitate coupling of 
multiple ubiquitin units to the protein that is to be degraded by the proteasome. We therefore 
measured the mRNA expression of E3 ligase, namely Hrd1 because it is one of the main E3 
ligase of ER-associated degradation (ERAD). We also analyzed the mRNA expression of 
MAFbx involved in the degradation of specific muscle proteins. Both MAFbx and hrd1 mRNAs 
were increased after only 4 days of exposure in FD and MDD cells (Fig. 7) showing an 
activation of the proteasome system by the FD and MDD conditions. 
 
Discussion 
This study shows that folate and MD deficiencies in H9c2 cells alter proteome and induce an ER 
stress. To further study the impact of MD on cardiac cells, we developed an in vitro cell culture 
model lacking either folate (FD) or several MD (folate, vitamin B12 and choline). None of the 
experimental conditions modified cell size nor induced cytotoxicity. One particular interest of 
our cell model is that MD deficiency was associated with a significant increase in extracellular 
concentration of Hcy compared to C whereas such level was not observed in the FD condition. In 
the context of the analysis of the effects of HHcy, most of the in vitro studies are using the 
approach where Hcy is directly added in the cell medium. The present cell culture parameters are 
therefore favourable for an analysis of the early impacts of folate and MD deficiencies on 
cardiomyoblast cells associated or not with pathophysiological levels of extracellular Hcy. The 
modifications of the proteome concern different aspects of cell function, from protein synthesis 
and cell structure to energy metabolism. 
 
Protein synthesis: In H9c2 cells, medium lack of folate and MD modified the abundance of 
proteins necessary for cell replication, transcription and translation. More precisely, MD 
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deficiency decreased the abundance of proliferating cell nuclear antigen (PCNA), a protein 
known to enhance the processivity of DNA polymerases in eukaryotes during DNA replication 
and an indicator of cell cycle progression at the G1/S transition. In rat cardiac microvascular 
endothelial cells, the expression of PCNA was decreased after treatment with Hcy suggesting an 
abnormality in cell proliferation (Wang et al., 2012). Moreover, aminoacyl-tRNA synthetases, a 
family of enzymes that catalyze an essential step to the translation of the genetic message into 
proteins: the esterification of amino acids on the 3' end of tRNA, were altered by both MD and 
folate deficiencies. In fact, they increased the abundance of cytoplasmic seryl tRNA synthase, 
and MD but not folate depletion increased the abundance of glycyl tRNA synthetase. Their 
impact on these specifics tRNA synthetases can be explained by the interconnection of glycine 
and serine with the folate cycle. First, serine hydroxymethyltransferase catalyzes the transfer of a 
β-carbon from serine to tetrahydrofolate to form glycine and 5,10-methylene-tetrahydrofolate. 
Also, glycine N-methyltransferase catalyzes a reaction that converts glycine and S-
adenosylmethionine into N-methylglycine and S-adenosylhomocysteine respectively. In 
addition, it has been shown that an alteration of mitochondrial seryl tRNA synthetase leads to 
derangements in mitochondrial protein synthesis and consequently in energy supply, thus leading 
to alteration of vascular development (Gibbons et al., 2004; Herzog et al., 2009). The abundance 
of the 60S acidic ribosomal protein P2, playing a role in the elongation step of protein synthesis 
is decreased after MD and folate deficiencies. In a previous study, we observed an increase in the 
abundance of this protein in MDD rat pups (Martinez et al., accepted, 2012). This apparent 
discrepancy could be linked to the length of deficiency with a chronic deficiency in pup rats in 
comparison with the short time of the present experiments in H9c2 cells. All together, these 
results robustly suggest that folate and MD deficiencies have an impact on transcriptional and 
translational processes. 
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Structural proteins: Structural proteins of H9c2 cells were affected by the absence of MD but not 
of folate. Caldesmon, an actin and myosin binding protein and moesin, a member of the ERM 
family proteins (Ezrin, Radixin and Moesin) were increased after MD deficiency. These proteins 
have a crucial role in organizing membrane domains through their ability to interact with 
transmembrane proteins and the underlying cytoskeleton (Lee et al., 2000). The absence of effect 
of folate deficiency may suggest that they also could be sensitive to the increased levels of 
extracellular Hcy levels in MDD.  
 
ER folding and chaperones: In the present study, CRYAB, PHB and PDIA4 genes encoding for 
proteins playing a role in protein folding, were similarly modulated; transcription decreased at 
D1 and D2 to increase at D4. Then, the protein expressions with both deficiencies were different. 
Actually, a probable sufficient level of translation was maintained at the beginning of 
deficiencies whereas after 4 days of deprivation, the rate of mRNAs increased to supply the 
protein decreases. The proteomic analysis showed also an increase in the PDIA4 protein level at 
D4. PDI family, major proteins present within the lumen of the ER, are involved in the catalysis 
of disulfide bonds and necessary for appropriate protein folding and prevention of misfolding 
during stress (Laurindo et al., 2012). Analysis of myocardial proteomic analysis of MDD pups 
rat showed a decrease in the abundance of PDIA3 and CRYAB (Martinez et al., accepted, 2012). 
The PDI family has been linked to cardioprotection during ischemia in human and mice 
(Severino et al., 2007; Vekich et al., 2012). Chaperones act by allowing proper protein folding 
and by preventing the aggregation of protein misfolding and the main one in cardiomyocytes is 
CRYAB. A misense of the Hsp CRYAB led to dilated cardiomyopathy and alteration of the 
ubiquitin-proteasome system (UPS) proteolytic function, in the heart (Chen et al., 2005). PHB is 
also reported as a chaperone specific for mitochondrial proteins and protecting against 
proapoptotic effect (Nijtmans et al., 2000; Lee et al., 2010).  
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ER stress and unfolding protein response: As protein misfolding triggers the ER stress response 
(Demasi et al., 2012), we thus we analyzed the impact of depletions on ER stress and UPR. We 
report here that folate and MD deficiencies in H9c2 cells increased the expression of CHOP, 
ATF6 and BiP, markers of ER stress. To the best of our knowledge, no cell study has shown yet 
the effect of these deficiencies on this parameter even if different studies evidenced that high 
level of Hcy can induce it. In human umbilical endothelial cells, high levels of added Hcy, lead 
to increased expression of mRNA GRP78/BiP (Kokame et al., 1996) but also induce apoptosis 
by activation of the UPR, signaled through IRE1, implicating this response may cause 
endothelial cell injury associated with severe hyperhomocysteinemia (Zhang et al., 2001). In 
addition, it has been shown that an in vivo supplementation of betaine in mice with alcoholic 
steatosis may decrease plasma Hcy level and CHOP mRNA and protein expression-induced by 
alcohol (Ji et al., 2003). Accumulation of misfolded proteins in ER results in the activation of 
several transcription factors contributing to the induction of the gene program, UPR, that 
encodes proteins designed to restore optimal ER protein folding. ER stress induces the 
proteolytic cleavage of the transcription factor ATF6 (Fu et al., 2008) which cytosolic moiety 
will move to the nucleus and act as a transcription activator of UPR. ATF6 restores normal 
function of the cell by activating the signaling pathways leading to increasing the production of 
molecular chaperones involved in protein folding like BiP proteins. In this study, the expression 
of ATF6 mRNA increased (by 3 fold from D1 of folate and MD deficiencies). In parallel, BiP 
and CHOP mRNAs also increased after both deficiencies. BiP has been reported to attenuate 
apoptosis induced by proteasome inhibition in rat cultured cardiomyocytes (Fu et al., 2008) and 
the increased of the CHOP has also been largely reported during ER stress (Schneider et al., 
2012). Both CHOP and BiP expressions were induced in samples of human and mice 
hypertrophic hearts (Okada et al., 2004). Together, these results showed thus, an induction of ER 
stress with an activation of the UPR by deficiencies.  
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Ubiquitin-proteasome system: The ER has a machinery of protein quality control which 
discriminates correctly folded from malformed proteins and allows these last to acquire a 
conformation or be degraded (Kostova et al., 2003). ERAD pathways allow the destruction of 
abnormal proteins and polyubiquitinylation through the action of 3 enzymes namely E1 
(ubiquitin-activating), E2 (ubiquitin-conjugating), and E3 (ubiquitin-ligase), is an essential step 
to initiate protein degradation by the 26S proteasome (Demasi et al., 2012). Additionally, Hrd1 
is one of the major mediators of substrate ubiquitination, whereas the E3 ubiquitin ligase MAFbx 
regulates key cardiac transcription factors to control muscle mass and remodeling. MAFbx is 
linked to specific muscle proteins and transcript levels have been observed as increased in rat 
hypertrophic heart (Razeghi et al., 2006). A study suggested that increased proteasome activity 
followed the development of heart disease like hypertrophy (Schlossarek et al., 2012). In a 
model of mice CRYAB-/-, the increase of ubiquitinated proteins and UPS impairment was 
detected before cardiac hypertrophy (Chen et al., 2005). Also, it has been shown that 
cardiomyocytes of cat pressure overloaded myocardium with ubiquitinylated proteins are not 
undergoing to apoptotic cell death (Balasubramanian et al., 2006). An accumulation of 
ubiquitinated proteins has been reported in failing human hearts (Tsukamoto et al., 2006). In the 
present study, mRNA expression of E3 ligase, Hrd1 and MAFbx was strongly increased by both 
deficiencies, suggesting an activation of the UPS. Thus, absence of folate, as well as MD, most 
probably led to accumulation of aberrant proteins in the endoplasmic reticulum triggering the 
unfolded protein response pathway that contribute to cell surviving under these stress conditions. 
 
Energy metabolism: Lack of folate and MD in media altered differently proteins linked to cell 
energy metabolism. The results observed in the present study confirmed partly what has been 
previously reported in vivo and in vitro with complete absence of MD (Martinez et al., accepted, 
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2012). However, the FD and MDD conditions allow revealing interesting differences in 
particular for mitochondrial metabolism. 
Folate deficiency increased the abundance of the inorganic pyrophosphatase (IPP), while it 
decreased the abundance of nucleoside diphosphate kinase B (NDKB). NDKB plays a major role 
in the synthesis of nucleoside triphosphates other than ATP. By promoting the hydrolysis of 
pyrophosphate, IPP provides the driving force for the activation of fatty acids destined for 
oxidation (Carman et al., 2006). On the other side, MDD cells showed decreases in abundance of 
specific mitochondrial proteins involved in energy metabolism: the electron transfer flavoprotein 
(Etfa) and the glutamate dehydrogenase 1 (GLUD1). Etfa serves as a specific electron acceptor 
for several dehydrogenases, including acyl-CoA dehydrogenase (Zhang et al., 2006). It transfers 
the electrons to the mitochondrial respiratory chain via ETF-ubiquinone oxidoreductase (ETF 
dehydrogenase). Acyl-CoA dehydrogenases constitute a class of enzymes catalyzing the initial 
step in each cycle of mitochondrial fatty acid β-oxidation in which FAD cofactor is required. The 
decrease of the abundance of Etfa can alter fatty acid oxidation. GLUD1 is a mitochondrial 
matrix enzyme that catalyses the oxidative deamination of glutamine to 2-oxoglutarate with a 
key role in energy homeostasis. A positive correlation has been shown between the abundance of 
GLUD1 with the serum level of vitamin B12 (Himmerich et al., 2001). The differential results 
observed in MD and folate conditions can suggest that other factors could also sensitive to the 
increased levels of extracellular Hcy levels in MDD and affecting mitochondrial enzymes. 
 
In conclusion, we first report here that folate and MD deficiencies in H9c2 cells modify the 
abundance of numerous proteins and notably ER protein folding and chaperones. In general, 
MDD condition modified expression of more proteins than folate deficiency and notably altered 
the abundance of structural proteins; both conditions affected expression of the ER folding 
proteins and chaperones. We demonstrated that the increased of the abundance of the chaperone 
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proteins are linked to the induction of an ER stress and UPR in FD and MDD cells. ER is 
machinery for quality control and misfolding proteins must be degraded. Thus, finally, we 
showed that FD and MDD conditions induce E3 ligases suggesting an activation of the UPS for 
degradation of ubiquitinylated proteins. All together, our data showed that Folate and MD 
deficiency conduce to the alteration of chaperones proteins, activate ER stress and the UPS in 
cardiomyoblast cells.  
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Fig. 1. Variations in intracellular concentrations of folate (A), vitamin B12 (B) and extracellular 
concentrations of Hcy (C) in H9c2 cardiomyoblasts exposed for 4 days to a C, FD and MDD 
synthetic MCDB-131 medium. Values are means (+ SD) of 4 experiments with different cell 
cultures.  *: p<0.05; **: p<0.01 vs C using an ANOVA followed by Mann Whitney test. Data 










Fig. 2. Evaluation of the effect of 4 days exposure to FD and MDD media on the cytotoxicity (A) 
and size (B) of H9c2 cells. (A) LDH release in media after 4 days of exposure. Positive control: 
H9c2 cells exposed to the LDH assay lysis solution (ref L2152, in vitro toxicology assay kit, 
sigma-aldrich). (B) Cell size of H9c2 cells exposed to C, FD or MDD media for 4 days was 
evaluated by cytofluorimetry. Values are means (+ SD) of 3 experiments with different cell 
cultures; **: p<0.01 using ANOVA. 
 





Fig. 3. (A) Densitometry scanning of typical Coomassie blue-stained 2-D gels carried out with 
total protein extracts from H9c2 cell. X-axis: pI, Y-axis: MW. The allocated numbers mark all 
the protein spots exhibiting significantly different volumes when comparing the FD and MDD vs 
C conditions (p < 0.05, ANOVA test integrated to the Samespots software). The triangle defined 
the up-regulated of the totality of the spots in both deficiencies compared to C whereas the circle 
marked the down-regulated spots. (B) Example of two spots exhibiting increased and decreased 
volumes in FD and MDD cells compared to C cells. 
 




Fig. 4. Time course of the ARNm levels of the CRYAB, PHB and PDIA4 proteins in H9c2 
cardiomyoblasts exposed for 1, 2, and 4 days in FD or MDD media. FD and MDD cells were 













Fig. 5. Western blot analysis of the time course of CRYAB and PHB abundances in H9c2 
cardiomyoblasts after folate or MDD deficiency. A, C: Representative Western blots; B, D: 
Quantification of band intensity by densitometry analysis. Normalization for loading differences 
was achieved by dividing the densitometry values for individual bands by those for β-actin in the 
same lane. Comparison of C, FD and MDD condition *: p<0.05, **: p<0.01, and ***: p<0.001 









Fig. 6. mRNA levels of ER stress biomarkers after 1 day of folate or MD deficiency. FD and 







Fig. 7. mRNA level analysis of the expression of E3 ligase after 4 days of exposure to FD or 











Table 1. Primers used for quantitative RT-PCR analysis.  
CRYAB: α-crystallin B; PHB: Prohibitin; PDIA4: protein disulfide isomerase A4; Atf6: 
Activating transcription factor 6; CHOP: C/EBP-homologous protein; BIP: Heat shock 70 kDa 
protein 5; Hrd1: HMG-CoA reductase degradation protein 1; MAFbx: Muscle atrophy F-box 











Table 2: Summary of differentially abundant H9c2 proteins in response to folate and MD deprivation identified by proteomics. **: p < 0.05 
using ANOVA followed by Bonferroni post-tests. 
A: Identified proteins with 
increased spot intensity in: 
 

























P38659 0.049    FD: 1.4 et 1.7  
   MDD: 1.4 
58.22 23 62.7/5.12 
Seryl-tRNA synthetase 
(Sars) 
5 Q6P799 0.028    FD : 1.3  
   MDD: 1.3 
23.4 8 58.6/6.19 
serum albumin precursor 
(Alb) 
2 P02770 0.042 
 
   FD: 1.5  
   MDD:  1.5 
10.5 5 68.7/6.48 
F vs C           
Inorganic pyrophosphate  
(PPa1) 
9 Q499R7    0.041                1.2 13.8 3 32.8/5.47 
MDD vs C         
Glycyl-tRNA synthetase  
(Gars) 
3 Q5I0G4 0.040      1.5 21 8 72/6.07 
caldesmon 1, isoform CRAβ  
(Cald1) 
4 G3V9E3 0.012      1.6  18.8 9 60.6/6.58 
moesin, isoform CRAα**  
(Msn) 
6 O35763 0.020      1.4  32.9 15 67.8/6.47 





















B: Identified proteins with 
decreased spot intensity in 
 





















α-crystallin B  
(CRYAB) 
20       P23928         0.025 FD : 1.2    
MDD  1.2  
               44.25 6 19.9/7.33 
60S acidic ribosomal protein P2  
(Rplp2) 
17       P02401         0.047 FD:  1.3 
MDD 1.2   
               66.96 4 11.7/4.54 
FD vs C         
Nucleoside diphosphate kinase B  
(Nme1) 
19         P19804         0.025 1.3 61.84 7 17.3/7.44 
MDD vs C         
Glutamate dehydrogenase 1, 
mitochondrial**  
(Glud1) 
11        P00367         0.043 1.3  41.40 15 61.4/8.00 
electron transfer flavoprotein 
subunit alpha, mitochondrial 
precursor  
(Etfa) 
22       P13803           0.0426 1.4  41.14 9 34.9/8.38 
Proliferating cell nuclear antigen  
(PCNA) 
13       P04961          0.0006 1.5  44.06 7 28.7/4.69 




II. 4. Résultats  
II. 4. 1. Effets de la déficience en folates et en PDM sur la production d’Hcy 
par les cardiomyocytes 
Dans les cellules cultivées sans PDM pendant 4 jours, les concentrations intracellulaires en 
folates et en vitamine B12 ont été fortement réduites tandis que la concentration 
extracellulaire d’Hcy a été augmentée, comparativement à celles cultivées dans le milieu 
complet (Cf. résultats publication n°1). La carence en folates a quant à elle, permis de 
diminuer de manière importante la concentration cellulaire de cette vitamine sans effet sur 
celle de la vitamine B12 et sur la production cellulaire d’Hcy. Nous avons donc disposé de 2 
modèles in vitro de déficience: 
des cellules déficientes en au moins 2 PDM (folates et vitamine B12) et 
produisant des quantités accrues d’Hcy 
des cellules uniquement déficientes en folates et ne produisant pas davantage 
d’Hcy que les cellules contrôles. 
Il a ainsi été possible de comparer les impacts d’une déficience en folates et d’une déficience 
en PDM associée à une HHcy sur le protéome de cardiomyoblastes. 
 
II. 4. 2. Mise en évidence de différences et similitudes entre les effets d’une 
déficience en folates et d’une déficience en folates/vitamine B12/choline 
sur le protéome des cardiomyoblastes 
L'analyse protéomique des cellules H9c2 a permis d’identifier 13 protéines présentant des 
abondances significativement différentes entre les cellules carencées 4 jours en folates ou en 
PDM et leurs contrôles : 7 avaient une abondance accrue et 6 une abondance diminuée. La 
plupart des protéines sont cytosoliques et certaines sont mitochondriales ou nucléaires. La 
fonction biologique principale se répartit entre métabolisme énergétique, 
traduction/transcription ou stress du RE. La comparaison des résultats obtenus avec les 2 
conditions de déficience montre que des protéines mitochondriales ou intervenant dans la 
structure cellulaire n’ont été identifiées que dans le modèle de déficience en 3 PDM (Figures 
37 et 38). Parmi les 13 protéines, 5 étaient communes aux 2 déficiences dont CRYAB. 
De plus, plusieurs de ces protéines sont similaires ou identiques à celles identifiées dans notre 
analyse protéomique du myocarde de ratons déficients en 3 PDM.  Il s’agit notamment d’une 
protéine disulfide isomérase (PDIA4) et de CRYAB. Leur abondance était respectivement 
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augmentée et diminuée, que ce soit dans les cellules carencées en folates ou dans celles 
carencées en 3 PDM.  
 
 
Figure 37 : Répartition des protéines suivant leur localisation. Les flèches vertes 
signifient une diminution de l’abondance et les flèches rouges, une augmentation. Le nombre 






Figure 38 : Répartition des protéines suivant leur fonction. Les flèches vertes signifient 
une diminution de l’abondance et les flèches rouges, une augmentation. Le nombre associé est 
la quantité de protéines dont l’abondance augmente ou diminue. 
 
Nos résultats démontrent d’une part, qu’une déficience en folates uniquement et une 
déficience multiple en 3 PDM sur le protéome de cardiomyoblastes en culture, affectent 
des voies similaires à celles retrouvées dans notre étude in vivo. D’autre part, 
l’expression de la protéine CRYAB semble particulièrement sensible à une réduction de 
la disponibilité des folates. 
-F vs C -PDM vs C 
-F vs C -PDM vs C 
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II. 4. 3. Activation de la réponse au stress du RE et de la protéolyse 
ubiquitine-dépendante dans les cellules H9c2 déficientes en PDM 
Les protéines CRYAB et PHB nous ont particulièrement intéressées de part leur rôle de 
chaperones. Afin de comprendre les mécanismes des effets d’une déficience en folates ou en 
PDM sur ces 2 protéines ainsi que sur PDIA4, une cinétique de variation de l’expression de  
leurs gènes a été réalisée. Les résultats de notre étude montrent que, relativement aux 
contrôles, les niveaux cellulaires des 3 ARNm variaient similairement à J1 et J2 (diminution), 
ainsi qu’à J4 (augmentation), indépendamment du type de carence. En revanche, leurs 
expressions protéiques n’avaient pas le même profil. La déficience en PDM altérerait donc 
l’abondance cellulaire de ces 3 protéines par des mécanismes affectant la transcription et/ou la 
stabilité de leurs ARN, mais aussi les étapes traductionnelle et/ou post-traductionnelle de la 
régulation de leur expression. 
Afin de mieux caractériser l’induction d’un stress du RE par la déficience en folates ou en 3 
PDM, nous avons déterminé les niveaux d’ARNm de plusieurs marqueurs de ce processus. 
L’augmentation d’expression de chop, bip et atf6 a confirmé la mise en route, dès le premier 
jour de carence, de cette réponse cellulaire par les cardiomyoblastes déficients en PDM.  
L’induction d’un stress du RE suggère que des protéines malformées ont été synthétisées et 
que les mécanismes d’élimination pourraient être stimulés afin d’éviter leur accumulation 
intracellulaire. Nous avons donc évalué l’activité du principal système de dégradation 
protéolytique, la voie ubiquitine-protéasome. Pour ce faire, nous avons mesuré l’expression 
des gènes murf1 et Hrd1 qui codent pour deux E3 ligases importantes dans le système de 
contrôle qualité du RE. Nos résultats montrent que le niveau de leur ARNm dans les 
cardiomyoblastes est augmenté après 4 jours de déficience en folates ou en 3 PDM. 
L’induction rapide du stress du RE dans les cardiomyoblastes déficients en PDM est suivie 
par l’activation plus tardive du système d’ubiquitination des protéines, suggérant  leur 
dégradation par la voie dépendante du protéasome.  
II. 5. Conclusion 
La déficience en folates ou en folates, vitamine B12 et choline induit des modifications du 
protéome des cellules cardiomyoblastiques H9c2 en culture, avec toutefois des différences 
entre les 2 types de carence. Des protéines chaperones nécessaires au bon repliement des 
protéines sont affectées dans les 2 cas. L’induction d’un stress du RE et de la voie du 
protéasome ubiquitine-dépendante pourrait constituer un mécanisme important du processus 
de survie déclenché par les cardiomyoblastes au cours d’une déficience en PDM. 
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III. Etudes complémentaires 
 
III. 1.  Implication de c-myc dans les mécanismes de l’effet de la déficience en PDM 
Les résultats de notre recherche, grâce à l’outil bio-informatique IPA permettant la 
construction de réseaux métaboliques associant les modifications du protéome mises en 
évidence dans l’étude in vivo, prédisent que le facteur de transcription C-MYC serait activé 
par la déficience en PDM dans le myocarde des ratons (Figure 39). Cette activation 
contribuerait à la diminution d’expression de Tpm1 et Cryab et à l’augmentation d’expression 
de Prdx3, PHB, GRP75, Hspd1, Hsp27 et Nppa comme cela a été rapporté dans la littérature 
(Guo et al., 2000; Xiao et al., 2001; Menssen et al., 2002; Wonsey et al., 2002). Cependant, 
elle n’a malheureusement pu être vérifiée dans ce modèle animal du fait de quantités 



























Figure 39 : Réseau généré par l’outil IPA montrant la relation du facteur de 
transcription C-MYC avec plusieurs des protéines identifiées dans l’analyse in vivo du 
protéome de myocarde de ratons déficients en PDM. 
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La possibilité d’une modification de l’expression du gène c-myc a par contre, pu être testée 
dans les modèles cellulaires (Figure 40). Nos mesures montrent que le niveau de l’ARNm de 
ce gène est significativement augmenté dès le premier jour de déficience en 3 PDM (par 3,5 
fois) ou en folates (par 2,5 fois) dans les cardiomyoblastes. Après 2 et 4 jours de carence, son 
expression se maintient à un niveau supérieur à celui mesuré dans les cellules contrôles, 
suggérant l’activation substantielle de ce facteur de transcription par une  déficience en PDM 









Figure 40 : Expression du gène c-myc au cours du temps dans des cellules 
cardiomyoblastiques H9c2 exposées à un milieu déficient en folates (-F) ou en 3 PDM 
(folates, vitamine B12 ou choline; -PDM).  
 
III. 2.  Evaluation du stress oxydant dans les cellules déficientes en folates ou en 
PDM 
Dans le modèle animal, l’évaluation de la carbonylation totale des protéines a permis de 
mettre en évidence un stress oxydant dans le myocarde des ratons déficients en PDM. De ce 
fait et au vu des nombreuses publications ayant rapporté ce phénomène dans des conditions de 
carence en folates/vitamine B12 et/ou d’HHcy, il nous a paru important de l’évaluer dans les 
cardiomyoblastes carencés seulement en folates et en PDM. Pour cela, nous avons mesuré le 
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Figure 41 : Evaluation du stress oxydant dans les cellules H9c2 après 4 jours de carence 
en folates ou 3 PDM. En ordonnée : le % de cellules; en abscisse : l’intensité de 
fluorescence 
 
Le contrôle négatif, correspondant à des cellules exposées au milieu contrôle, avait une 
fluorescence intracellulaire moyenne de 5,28 u.a (unité arbitraire) tandis que le contrôle 
positif, correspondant à des cellules soumises à un stress oxydant par exposition au tert-butyle 
(50 µM, 45min), avait une fluorescence moyenne de 9,23 u.a. Comparativement, la 
fluorescence moyenne émise par des cellules exposées durant 4 jours à un milieu déficient en 
3 PDM et en folates était respectivement égale à 4,8 et 5,6, des valeurs similaires à celle du 
contrôle négatif. La conclusion de cette étude est que la déficience en PDM n’induirait pas de 
stress oxydant dans les cardiomyoblastes.  
De plus, la mesure par RT-PCR de l’expression génique de 2 marqueurs de la réponse 
enzymatique au stress oxydant, SOD1 et SOD2, n’a indiqué aucune modification dans les 
cellules exposées à l’une ou l’autre des déficiences (résultats non illustrés). De même, la 
mesure de l’abondance de la protéine SOD1 par WB n’a montré aucune différence entre ces 
conditions et le contrôle (Figure 42).  
 




                                    
 
 
Figure 42 : Mesure de l’abondance protéique de la SOD1 après 4 jours de déficience en 
folates ou en 3 PDM.  
 
Une déficience en folates ou en 3 PDM durant 4 jours n’induirait pas de stress oxydant 
dans les cellules H9c2. 
 
III. 3.  Evaluation de la capacité de méthylation des cellules déficientes en folates ou 
en PDM 
Une méthode de dosage par CLHP de la SAM et de la SAH circulantes a été développée au 
laboratoire. Toutefois, des mesures réalisées sur des cellules H9c2 déficientes en folates ou en 
3 PDM vs leurs contrôles n’ont malheureusement pas permis de tirer des conclusions claires 
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Tableau 7 : Concentration de SAM et SAH dans les extraits de cellules contrôles et 
déficientes en 3 PDM ou folates.  
 























0,173 206 0,151 180 
0,338 294 0,172 150 







1,157 697 0,032 19 
0.155 277 0,011 20 







0,27 375 0,013 18 
0,346 494 0,013 19 








 Résultats validés : les spectres UV montrent clairement qu'il s'agit de SAH et/ou de SAM 
 Résultats inexploitables : les spectres UV montrent qu'il y a une ou plusieurs autres 
molécules que la SAH sous le pic 
 Résultats exploitables mais proches des limites de quantification 


































Une déficience en folates, vitamine B12 et choline, et l’HHcy qui en résulte sont des facteurs 
du risque de développement de MCV. Plusieurs hypothèses ont été proposées pour expliquer 
les origines de cette association mais les mécanismes moléculaires et cellulaires mis en jeu 
sont encore mal connus. L’analyse protéomique constitue un outil particulièrement intéressant 
pour tenter de disséquer la complexité des interactions et mécanismes moléculaires mis en 
jeu. A ce jour, très peu d’études de ce type ont été réalisées pour comparer les impacts de la 
déficience en un ou plusieurs PDM, avec ou sans hyperhomocystéinémie, sur le tissu 
cardiaque, que ce soit chez l’animal ou sur des modèles de cellules en culture. Ceci a motivé 
les deux études qui ont été réalisées au cours de mon travail de thèse, la première sur le 
myocarde de ratons issus de mères déficientes en folates, vitamine B12 et choline, la seconde 
sur des cardiomyoblastes exposés au même type de déficience ou à une simple déficience en 
folates.  
Les résultats de l’étude n°1 montrent qu’in vivo la déficience maternelle en 3 PDM induit des 
modifications de l’abondance de plusieurs protéines impliquées dans le métabolisme 
énergétique et lipidique mais aussi dans d’autres processus tels que le stress oxydant ou du 
RE, liés aux MCV. Dans la deuxième étude, nous avons observé que la majorité des voies 
altérées in vivo par la déficience en 3 PDM l’étaient également in vitro. L’exposition de 
cardiomyoblastes à un milieu uniquement carencé en folates produisait sur certaines protéines 
cibles (notamment des protéines chaperones et de la réponse au stress du RE) des effets 
similaires à la carence en 3 PDM, mais suggérait aussi des différences au niveau de l’impact 
des 2 conditions sur le protéome cellulaire.  
 
 
I. Effets de la déficience en PDM sur le protéome cardiaque 
Notre première étude protéomique a été réalisée sur des échantillons de cœur de ratons de 21 
jours déficients en PDM et présentant une HHcy modérée (30 µM) comparativement à des 
ratons contrôles ayant un statut en PDM et une homocystéinémie (5 µM) normaux. L’équipe 
INSERM U954 qui a développé ce modèle, a observé une hypertrophie du ventricule gauche 
chez les animaux déficients en PDM (Garcia et al., 2011). Des études chez des femmes et 
leurs nouveaux-nés avaient par ailleurs rapporté qu’une déficience en vitamine B12 ainsi 
qu’une hyperhomocytéinémie chez la mère pendant la grossesse conduisait à un risque 2 fois 
plus élevé de cardiopathie congénitale (Verkleij-Hagoort et al., 2006a; Verkleij-Hagoort et 
al., 2006b).  




Notre analyse protéomique in vivo chez le raton a permis d’identifier une variété de protéines 
du myocarde affectées par la déficience maternelle en PDM et d’identifier des voies 
métaboliques susceptibles d’être perturbées et de contribuer ainsi à la dysfonction cardiaque. 
Plus précisément, 39 protéines avaient leur abondance significativement modifiée par cette 
condition relativement à la condition contrôle. En utilisant l’outil d’analyse bio-informatique 
Ingenuity, nous avons montré que 34 d’entres-elles appartenaient à un réseau métabolique en 
relation avec une « perturbation du développement cardiaque et une altération cellulaire et du 
métabolisme lipidique ».  
Nos résultats ont montré notamment que l’abondance du peptide natriurétique de type A 
(ANP) était augmentée dans le myocarde des ratons déficients en PDM. Ceci est en accord 
avec l’étude de Garcia et al. (2011) qui montrait une élévation du niveau plasmatique du BNP 
dans le même modèle. Ces 2 protéines sont considérées comme des indicateurs du risque de 
nouveaux évènements cardiovasculaires et de décès chez des patients relevant d’un infarctus 
du myocarde (Retterstol et al., 2001). Les concentrations plasmatiques de l’ANP et du BNP 
sont également augmentées en cas d’insuffisance cardiaque (Washio et al., 2011) ou de 
sténose (Nishikimi et al., 2004). Des études de populations ont aussi montré l’existence 
d’associations entre l’homocystéinémie, l’insuffisance et l’hypertrophie cardiaque et le BNP 
(Gueant-Rodriguez et al., 2007; Herrmann et al., 2007b).  
Outre l’ANP, plusieurs des protéines révélées par nos analyses protéomiques, que ce soit in 
vivo sur le myocarde des ratons ou in vitro sur notre modèle de cardiomyoblastes en culture 
(étude 2), ont été rapportées comme « biomarqueurs » dans diverses pathologies 





















L’ensemble des protéines identifiées in vivo et in vitro peuvent être classées en 3 groupes 
fonctionnels :  
Protéines du cytosquelette 
Protéines associées au métabolisme énergétique 
Protéines associées à des réactions de stress 
Nos observations sont en ce sens cohérentes avec celles d’autres études, chez l’animal ou chez 
l’Homme, montrant une altération de ces 3 importantes fonctions au cours de pathologies 
cardiovasculaires (McGregor et al., 2003; Gu et al., 2012). La déficience en PDM et l’HHcy 
qui lui est associée in vivo, pourraient donc conduire à un dysfonctionnement de la contraction 
cardiaque par réduction de l’apport énergétique et l’induction d’un stress oxydant et/ou du RE 
au niveau cellulaire. Convergents sur un grand nombre de points, nos résultats in vivo et in 
vitro – notamment ceux des analyses protéomiques – suggèrent toutefois quelques 
différences. Par exemple, l’altération de protéines intervenant dans la réponse au stress 




oxydant observée dans le myocarde de ratons déficients en PDM et 
hyperhomocystéinémiques n’a pas été retrouvée dans des cardiomyoblastes exposés à une 
condition similaire. 
 
II. Induction d’un stress oxydant par une déficience nutritionnelle en PDM 
in vivo 
L’induction d’un stress oxydant par l’HHcy et l’effet protecteur des PDM contre celui-ci ont 
été rapportés par plusieurs études tant in vivo que in vitro (Moreira et al., 2011; Tyagi et al., 
2011). Une déficience en PDM, principalement en folates, peut altérer le statut redox du foie 
et du cœur chez le rat notamment (Chanson et al., 2005; Chanson et al., 2007; Pogribny et al., 
2012).  
Plusieurs résultats de notre étude in vivo démontrent la présence d’un stress oxydant dans le 
myocarde des ratons déficients en PDM. D’une part, le niveau total de carbonylation des 
protéines, la principale MPT oxydative, était augmenté. D’autre part, notre analyse 
protéomique a mis en évidence une augmentation de l’abondance d’enzymes de la réponse 
anti-oxydante, la SOD1 et la peroxyredoxine 3. Ce résultat suggère que des mécanismes de 
compensation ont été activés pour contrecarrer une production anormale d’ERO. L’induction 
d’un stress oxydant par la déficience en PDM in vivo peut s’expliquer par différents 
mécanismes. Tout d’abord, l’HHcy générée pourrait contribuer à la formation d’ERO comme 
cela a été montré dans des cultures ex vivo de cardiomyocytes de souris génétiquement 
modifiées (Wang et al., 2012b), in vitro dans des cellules endothéliales aortiques humaines 
(Moreira et al., 2011) ou encore in vivo chez l’animal après consommation d’un régime 
enrichi en méthionine et/ou déficient en un ou plusieurs PDM (Au-Yeung et al., 2004). 
L’association d’un stress oxydant avec une déficience en folates et vitamine B12, et l’HHcy a 
également été rapportée chez l’Homme (Al-Maskari et al., 2012). Certains auteurs suggèrent 
que les folates, vitamine 12 et choline, pourraient agir comme des anti-oxydants. Leur 
déficience conduirait, de ce fait, à un déséquilibre pro-oxydant. In vivo chez l’animal et 
l’Homme et in vitro sur des cultures cellulaires, une supplémentation en cobalamine ou en 
folates semble capable de diminuer la production d’ERO (Birch et al., 2009; Tyagi et al., 
2011).  
Le stress oxydant que nous avons mis en évidence dans le myocarde de ratons déficients en 
PDM pourrait contribuer au développement d’une pathologie cardiaque chez ces animaux. 
Une augmentation de la carbonylation de protéines plasmatiques a été déterminée chez des 




patients souffrant d’insuffisance cardiaque (Cameron et al., 2006) ou après un infarctus du 
myocarde (Mocatta et al., 2007). Une réduction de la carbonylation des protéines 
mitochondriales pourrait, à l’inverse, contribuer à la cardioprotection ou limiter l’évolution du 
fonctionnement cardiaque vers les processus pathologiques (Khaliulin et al., 2007). Plus 
récemment, des auteurs ont identifié l’actine et la créatine kinase comme des cibles 
importantes du processus de carbonylation protéique dans le cœur de patients atteints 
d’insuffisance cardiaque chronique (Brioschi et al., 2012). Ces 2 protéines ont un rôle majeur, 
respectivement, dans la structure cardiaque et la phosphorylation de la créatine en créatine 
phosphate qui constitue une réserve d'énergie clé pour le fonctionnement du cœur. Or, s’il est 
reconnu que les dommages oxydatifs des protéines ont des répercussions sur leur(s) 
fonction(s) cellulaire(s) (Berlett et al., 1997), les mécanismes de cette association, ainsi que 
ses conséquences sur la physiopathologie cardiaque, ne sont pas encore clarifiés. Le rôle de 
telles MPT d’enzymes ou de protéines structurales a notamment été invoqué assez tôt, dans 
l’athérosclérose (Steinberg et al., 1989). Parmi les protéines que nous avons identifiées dans 
l’analyse protéomique in vivo, certaines sont connues pour leur sensibilité à la carbonylation. 
Par exemple, le HNE peut ainsi inactiver l’IDH3 mitochondriale, une enzyme clé du 
métabolisme énergétique du myocyte (Benderdour et al., 2003). De même, l’ACO2, une autre 
enzyme du cycle de Krebs, et NDUFV2 présentent dans leur structure un centre riche en fer et 
en soufre qui les rend très sensible à l’oxydation (Bulteau et al., 2003; Liu et al., 2011). Cette 
caractéristique structurale pourrait expliquer la réduction de leur abondance dans le myocarde 
des ratons déficients en PDM. D’autres protéines de structure ou ayant une activité de type 
chaperone, comme la vimentine, la tropomyosine et GRP75, semblent également sensibles à 
la carbonylation (Hung et al., 2009). 
En revanche, nos mesures des ARNm des SOD1 et 2, et de l’abondance de la protéine SOD1, 
n’ont indiqué aucune variation de l’expression de ces enzymes de la réponse anti-oxydante 
dans des cardiomyoblastes de la lignée H9c2 carencés en folates ou en 3 PDM. De plus, nos 
analyses par cytométrie en flux en présence d’un agent fluorescent spécifiquement oxydé par 
une production mitochondriale d’O2
- démontrent l’absence d’un tel stress oxydant dans les 
cellules soumises à l’une ou l’autre des déficiences. Ces observations sont en opposition avec 
certaines données de la littérature montrant, par exemple, une augmentation de la libération 
d’ERO par des cardiomyocytes de rat exposés ex vivo à de fortes concentrations d’Hcy 
(Duthie et al., 2008; Wang et al., 2012b). Cette différence dans les résultats pourrait être liée à 
nos conditions expérimentales. En effet, les quantités d’Hcy produites par les 




cardiomyoblastes H9c2 déficients en PDM sont faibles, en comparaison de celles que les 
auteurs de nombreuses publications ajoutent directement au milieu extracellulaire. De plus, 
une durée d’exposition supérieure à 4 jours permettrait très probablement d’augmenter les 
effets de la déficience en PDM sur le métabolisme des cardiomyoblastes. Cependant, l’intérêt 
de notre modèle est qu’il permet de révéler des événements cellulaires précoces induits par 
ces conditions nutritionnelles.  
 
III. Fonctions altérées par la déficience en PDM dans le myocarde in vivo 
et dans les cardiomyoblastes in vitro 
 
III. 1. Métabolismes énergétique et lipidique  
L'analyse protéomique a révélé que 39% des protéines myocardiques altérées par la déficience 
en PDM chez le raton jouaient un rôle dans la production énergétique et le métabolisme 
lipidique. Ces résultats sont en accord avec l’observation antérieure d’une altération de la β-
oxydation mitochondriale et d’une accumulation tissulaire de lipides dans le même modèle 
(Garcia et al., 2011). Notre étude a mis en relief une diminution d’abondance pour plusieurs 
protéines mitochondriales impliquées dans ces processus telles que l’acyl-CoA 
déshydrogénase des acides gras à chaîne courte (SCAD) et l’enzyme trifonctionnelle 
(HADHA). Les acyl-CoA deshydrogénases enlèvent 2 atomes d’hydrogène des carbones α et 
β de l’acyl-CoA avec réduction de son coenzyme, le FAD en FADH2 qui est ré-oxydé au 
niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale. Fait intéressant, nous avons également montré 
par notre analyse protéomique in vitro que la protéine Etfa (electron transfer flavoprotein) qui 
sert d’accepteur d’électrons spécifique des acyl-CoA déshydrogénases a son abondance 
diminuée dans des cardiomyoblastes déficients en 3 PDM et produisant anormalement de 
l’Hcy. Ces deux protéines sont étroitement liées ; il a en effet été montré qu’une déficience de 
la protéine Efta entraîne une diminution de l’activité acyl-CoA déshydrogénase pouvant 
conduire à une pathologie rare caractérisée notamment par une hypertrophie ventriculaire 
(Schiff et al., 2006; Singla et al., 2008). Quant à la HADHA, elle catalyse les trois étapes 
finales de la β-oxydation mitochondriale des AG. Une diminution de son expression peut 
donc fortement altérer ce processus. L’observation d’une diminution de l’abondance de 
NDUFV2 et NDUFA10 est en adéquation avec l’altération de l’activité myocardique des 
complexes I et II de la chaîne respiratoire mitochondriale mise en évidence dans une autre 
étude chez le raton déficient en PDM (Garcia et al., 2011). De plus, la diminution de 




l’abondance de ces 2 protéines, ainsi que de la SCAD et de la HADHA, semble liée à celle de 
l’expression d’ERRα et de PPARα et à l’altération de la méthylation et de l’acétylation de 
PGC-1α, en association avec l’hypertrophie cardiaque observée chez les mêmes ratons 
(Garcia et al., 2011).  Enfin, l’altération de l’abondance des protéines HADHA, SCAD et 
NDUFA10 a été associée avec l’apparition d’une hypertrophie cardiaque chez des rats 
hypertendus (Zhou et al., 2006; Meng et al., 2009).  
L’expression augmentée de FABP3 pourrait aussi contribuer au développement de 
complications cardiovasculaires par la déficience en PDM et l’HHcy. Cette protéine intervient 
dans le transport des AG vers la mitochondrie en vue de leur oxydation. L’augmentation de sa 
concentration plasmatique est considérée comme un indicateur de lésions cardiaques chez le 
rat (Hasic et al., 2011). Parallèlement à l’altération du transport des lipides et de la β-
oxydation, la concentration de l'enzyme clé de la glycolyse, la β-énolase (ENO3), était 
augmentée dans le myocarde des ratons déficients en PDM. ENO3 catalyse la conversion du 
2-phosphoglycérate en phosphoénolpyruvate, l'avant-dernière étape de la glycolyse, avant la 
formation de pyruvate qui entre dans le cycle de Krebs. La diminution de la β-oxydation et 
l’augmentation de l’utilisation du glucose, observées dans notre modèle, ont été associées à 
l’insuffisance cardiaque (Huss et al., 2005) et la régulation de ces voies métaboliques est 
maintenant considérée comme une potentielle cible thérapeutique (Jaswal et al., 2011). Enfin, 
l'abondance accrue des apolipoprotéines APOA1 et APOE, observée dans le myocarde des 
ratons déficients en PDM, n’est pas en accord avec la majorité des données de la littérature. Il 
a par exemple été rapporté une diminution des concentrations plasmatiques d’APOA1 chez 
des souris MTHFR-/- hyperhomocsytéinémiques, ainsi que chez des patients atteints de 
maladie coronarienne (Mikael et al., 2006). Néanmoins, certaines évidences expérimentales 
soutiennent que l’augmentation des niveaux des protéines APOA1 et APOE pourrait 
constituer une réponse cardioprotectrice (Yancey et al., 2007).    
 
III. 2. Altération de la structure du cœur et des cardiomyoblastes 
La déficience en 3 PDM affecte différentes protéines intervenant dans la structure du muscle 
cardiaque et des cardiomyoblastes. In vivo, nous avons en effet mis en évidence une 
diminution de l’abondance des myosines MYL2 et MYL4, de l’α-tropomyosine, de la 
troponine 2 et, en parallèle, une augmentation de celle de la destrine et de la troponine C. In 
vitro, nous avons observé qu’après 4 jours de déficience en 3 PDM, les abondances de la 
caldesmone et de la moesine étaient augmentées. En revanche, une durée identique de 




déficience en folates, sans production anormale d’Hcy, s’est révélée sans effet sur les 
protéines structurales des cardiomyoblastes. Le remodelage des organites tels que le 
sarcolemme, le réticulum sarcoplasmique, les mitochondries et les myofibrilles est un élément 
clé dans le développement de l’hypertrophie et l’insuffisance cardiaque (Dhalla et al., 2009). 
L’altération de l’expression de protéines structurales a régulièrement été impliquée dans le 
développement de MCV (Komamura et al., 2004). La déficience en PDM (folates, vitamine 
B12 et choline) et l’augmentation de la production d’Hcy pourraient donc contribuer à la 
pathologie cardiaque en affectant des protéines importantes pour le maintien du cytosquelette 
(Lee et al., 2000).  
 
III. 3. Activation de protéines chaperones 
Nos études in vivo et in vitro ont aussi montré que l’abondance de plusieurs protéines 
chaperones était modifiée par une déficience en folates ou en 3 PDM. In vivo, le niveau 
protéique de Hspd1, Hsp27, Hsp9 (GRP75) et Hspb2 était augmenté dans le myocarde des 
ratons déficients en PDM. Ces Hsp auraient un rôle cardioprotecteur majeur du fait de leur 
activité de chaperone facilitant le repliement intra- et inter- protéines, la réparation ou la 
dégradation des protéines malformées (Agashe et al., 2000). Par exemple, Hspd1 serait 
impliquée dans le « pliage » de la structure tridimensionnelle de la SCAD dont l’abondance 
était diminuée dans le myocarde des ratons déficients en 3 PDM (Bross et al., 2007). Une 
activation des Hsp a par ailleurs, été rapportée au cours de l’ischémie (Truettner et al., 2009) 
et de l’insuffisance ou de l’hypertrophie cardiaque (Wei et al., 2009; Fan et al., 2011). 
L’expression de Hsp27 a été trouvée inversement corrélée avec les complications des plaques 
d’athérosclérose (Martin-Ventura et al., 2004). Des Hsp semblent aussi être liées à l’ANP et 
au BNP. Ainsi, la transfection de cardiomyocytes avec le gène codant la protéine chaperone 
HSPB8 entraîne leur hypertrophie parallèlement à une augmentation de l’expression des 
gènes anp et bnp (Depre et al., 2002). Or, HSPB8 interagit avec la protéine Hsp27 (aussi 
nommée HSPB1), ce qui suggère que l’augmentation de l’abondance de cette dernière dans le 
myocarde des ratons déficients en PDM pourrait jouer un rôle dans la variation identique du 
niveau de l’ANP. En outre, les Hsp pourraient également participer, via la modulation du 
niveau de glutathion, à la protection contre le stress oxydant induit par la déficience en PDM 
et l’HHcy associée (Kalmar et al., 2009). En effet, chez des souris dont les gènes cryab et 
Hsp27 ont été invalidés, la concentration cardiaque du glutathion était diminuée de 43% 
relativement à celle mesurée chez des souris sauvages (Morrison et al., 2004). Des 




observations similaires ont été faites chez des souris KO pour le facteur de transcription 1, 
indispensable à l’expression de certaines Hsp dont CRYAB (Yan et al., 2002).  L’abondance 
de cette dernière était diminuée à la fois dans le myocarde des ratons déficients en 3 PDM et 
dans les cardiomyoblastes cultivés dans un milieu sans folates ou sans les 3 mêmes PDM. 
Une telle observation n’avait jamais été rapportée antérieurement.  
CRYAB est l’Hsp la plus importante et la plus abondante dans les cardiomyocytes 
(Kumarapeli et al., 2004). Elle peut interagir directement avec l’actine, notamment dans les 
H9c2 durant un stress du RE afin de stabiliser le cytosquelette et les myofilaments contractiles 
(Verschuure et al., 2002; Singh et al., 2007). La mutation du gène cryab conduisant à 
l’altération de la desmine, un constituant majeur des myofilaments, est liée à une myopathie 
chez l’homme et la souris (Vicart et al., 1998; Wang et al., 2001b). Ceci se traduit par une 
dysfonction contractile et plus tardivement une insuffisance cardiaque. Il a été rapporté par 
ailleurs, que des souris KO pour cryab et hspb2 développaient une hypertrophie cardiaque et 
avaient une concentration plasmatique de l’ANP augmentée (Kumarapeli et al., 2008). Il 
semble que la protéine CRYAB aurait un rôle primordial dans ces altérations puisque des 
souris KO pour hspb2 ne présentaient aucune anomalie de ce type à la différence de celles KO 
pour cryab. L’observation d’un effet cardioprotecteur de la surexpression de CRYAB va dans 
le même sens (Kumarapeli et al., 2008; Kumarapeli et al., 2010). Au vu de ces différentes 
données bibliographiques, la modification des niveaux de l’ARNm et de la protéine CRYAB 
pourrait jouer un rôle important dans l’altération cardiaque provoquée par une déficience en 
PDM.  
Une autre protéine chaperone, la prohibitine, s’est révélée particulièrement intéressante dans 
le modèle cardiaque de déficience en PDM. Elle est impliquée dans divers processus 
cellulaires telles que la prolifération ou l’apoptose (Coates et al., 2001). Elle est 
particulièrement abondante dans le cœur, et se trouve localisée principalement dans la 
membrane interne mitochondriale. Elle forme un complexe de 2 sous-unités, PHB1 et PHB2. 
La surexpression de la PHB dans des cellules H9c2 inhibe la mort cellulaire et contrecarre la 
baisse du potentiel de membrane mitochondriale induite par l’hypoxie (Muraguchi et al., 
2010). L’augmentation de l’expression de la PHB serait également, un indicateur de la survie 
cellulaire (Theiss et al., 2007; Artal-Sanz et al., 2009b). Ceci pourrait contribuer à expliquer 
l’absence d’apoptose et la viabilité inchangée des cardiomyoblastes exposés aux milieux 
déficients en folates ou en 3 PDM. Une seule publication semble faire un lien entre l’Hcy et la 
PHB. Il s’agit d’une analyse du protéome de cellules aortiques musculaires lisses mises en 




condition d’hyperhomocystéinémie traitées ou pas (contrôles) avec un extrait végétal riche en 
polyphénols.  L’abondance de la PHB, de même que la formation d’ERO, était diminuée dans 
les cellules traitées comparativement à leurs contrôles (Hung et al., 2009). La PHB pourrait 
donc jouer un rôle dans la réponse au stress oxydant. Il a été ainsi montré que la surexpression 
de PHB1 protège des cardiomyocytes en culture des dommages oxydatifs induit par l’H2O2, 
notamment au niveau de la perméabilité de la membrane mitochondriale (Liu et al., 2009). 
Des expériences similaires ont montré une augmentation de l’expression des niveaux 
d’ARNm et protéique des glutathion transférases dans des cellules intestinales en culture 
(Theiss et al., 2007). La possibilité d’un tel rôle de la PHB dans la réponse anti-oxydante est à 
relier à l’augmentation de son abondance dans le myocarde des ratons déficients en PDM et 
hyperhomocystéinémiques. Néanmoins, notre étude sur les cellules H9c2 montre une 
expression augmentée de la PHB malgré l’absence d’un stress oxydant.  
Un rôle de protéine chaperone a également été proposé pour la PHB. En effet, le complexe 
PHB1/2 pourrait aider à l'assemblage des sous-unités de la chaîne de transport mitochondrial 
des électrons (Artal-Sanz et al., 2009a) et les protégerait de la protéolyse (Nijtmans et al., 
2000). L’augmentation d’abondance de la PHB dans le myocarde des ratons déficients en 
PDM pourrait ainsi participer au processus de remaniement des mitochondries afin d’en 
maintenir la morphologie et la fonction (Garcia et al., 2011; Theiss et al., 2011). De plus, la 
PHB interagirait directement avec certaines sous-unités de la cytochrome c oxydase (COX), 
une protéine mitochondriale que nous avons également identifiée comme altérée par la 
déficience en PDM in vivo. En effet, il a été rapporté que la PHB permettrait de maintenir 
l’activité de COX et l’expression de son ARNm (Tsutsumi et al., 2009). La PHB interagirait 
aussi avec la phosphatidyléthanolamine et la cardiolipine, un lipide très abondant dans la 
membrane interne mitochondriale, impliquée dans le contrôle de sa perméabilité aux protons 
et particulièrement important au niveau cardiaque (Osman et al., 2009).  
La PHB1 pourrait également altérer le fonctionnement du cycle de Krebs en inhibant la 
pyruvate carboxylase qui intervient dans la formation d’oxaloacétate à partir de pyruvate 
(Vessal et al., 2006). Il a même été proposé que la PHB pourrait être impliquée dans la 
réorientation du métabolisme énergétique en faveur de la glycolyse anaérobie au détriment de 
la phosphorylation oxydative (Vessal et al., 2006). En effet, la PHB serait une cible du facteur 
de transcription c-myc (Haggerty et al., 2003), lequel contribue à l’expression de gènes 
d’enzymes glycolytiques telle que l’énolase (Osthus et al., 2000), identifiée dans notre étude 
protéomique in vivo. La PHB pourrait donc jouer un rôle important dans le fonctionnement 




énergétique cardiaque. En outre, l’utilisation de l’outil bio-informatique IPA (Cf. résultats 
complémentaires) nous a révélé que l’expression de plusieurs des protéines identifiées in vivo 
était sous le contrôle de C-MYC. De plus, le niveau de l’ARNm de c-myc était augmenté dans 
les cardiomyoblastes dès le premier jour de déficience en folates ou en PDM. Ces deux 
conditions de déficience pourraient donc activer ce facteur de transcription notamment 
capable de réguler l’expression de protéines à activité chaperone comme PHB. Des auteurs 
ont montré que C-MYC pouvait se fixer directement sur le promoteur du gène phb (Menssen 
et al., 2002). Une étude a même montré que la déficience en choline pourrait induire une 
hypométhylation de c-myc conduisant à sa surexpression dans le foie de rats (Tsujiuchi et al., 
1999). C-MYC pourrait donc être une cible de l’effet cellulaire de la choline mais également 
de la bétaine et de l’acide folique (Du et al., 2009; Chagas et al., 2011). De plus, l’expression 
du gène c-myc est très faible dans le cœur adulte sain et augmente en cas d’hypertrophie 
(Pollack et al., 1994). Il a même été rapporté que l'induction de l'expression de c-myc peut 
conduire à une cardiomyopathie hypertrophique sévère suivie d'un dysfonctionnement 
ventriculaire et finalement à la mort par une insuffisance cardiaque congestive (Dzimiri et al., 
2004). C-MYC pourrait donc être un lien moléculaire possible entre la déficience en PDM et 
la modulation de l’expression de certains gènes et protéines identifiés dans nos analyses 
protéomiques. Enfin, l’expression de la PHB pourrait être contrôlée par la SAM. Celle-ci était 
en effet, diminuée dans des hépatocytes isolés de souris KO pour la SAM synthétase, alors 
que la restauration du niveau intracellulaire de SAM permettait le retour à un niveau normal 
d’expression de la protéine (Santamaria et al., 2003). Les résultats de nos dosages de la SAM 
et la SAH dans les cellules H9c2 ne nous ont malheureusement, pas permis de déterminer si 
leur capacité de méthylation était affectée après 4 jours de déficience en folates ou 3 PDM. 
Cependant, le ratio SAM/SAH dans les myocardes de ratons que nous avons utilisé dans 
l’étude n°1, était altéré par la déficience en 3 PDM, conduisant à des modifications 
d’expression génique et protéique (Garcia et al., 2011). Une carence en PDM se traduit 
fréquemment chez l’Homme par une perturbation de ce ratio au niveau plasmatique (Guerra-
Shinohara et al., 2004; Guerra-Shinohara et al., 2007).  
 
III. 4. Induction d’un stress du RE 
La déficience en folates ou en PDM induit un stress du RE. L’augmentation, d’une part, de la 
carbonylation de protéines et, d’autre part, de l’expression de protéines chaperones dans le 
myocarde de ratons déficients en PDM suggèrent une quantité accrue de protéines 




malformées dans le tissu. Outre les chaperones, la famille des PDI joue un rôle important dans 
la mise en place de la structure tertiaire des protéines et particulièrement, la formation de 
ponts disulfures dans le RE (Laurindo et al., 2012). Ces isomérases comme les chaperones, 
auraient des propriétés protectrices au cours d’une ischémie chez l’homme et la souris 
(Severino et al., 2007; Vekich et al., 2012). Nos études in vivo et in vitro ont mis en évidence 
une modification de l’abondance de, respectivement, PDIA3 et 4 après une déficience en 
PDM, suggérant que les cellules cardiaques nécessiteraient alors des quantités plus 
importantes de ces protéines dans cette condition. L’accumulation et l’agrégation de protéines 
malformées dans la lumière cause une surcharge du RE et conduit à un stress (Lee do et al., 
2010). Cette surcharge est néfaste pour la cellule et doit être contrée afin d’éviter la 
mort. C’est dans ce but que la voie UPR est activée spécifiquement par le stress du RE (Jager 
et al., 2012). La réponse UPR consiste en l’activation de PERK, ATF6 et IRE-1 et a pour but 
d’augmenter la capacité de repliement et de maturation des protéines via la synthèse accrue de 
chaperones. Lorsque la voie UPR ne réussit pas à palier la surcharge du RE, l’apoptose est 
induite provoquant la mort cellulaire. L’activation du stress du RE et de la voie UPR a été 
retrouvée chez des souris avec hypertrophie cardiaque (Okada et al., 2004) et chez l’Homme 
souffrant d’insuffisance cardiaque (Fu et al., 2010a). Comme décrit dans la revue 
bibliographique, une déficience en PDM pourrait conduire au stress du RE via une production 
excessive d’Hcy. Une augmentation de l’expression de BiP (GRP78) a été rapportée dans un 
modèle d’HHcy modérée chez la souris nourrie avec un régime enrichi en méthionine et 
pauvre en folates et vitamines B12 et B6 (Alessio et al., 2011). In vitro, des concentrations 
élevées d’Hcy altèrent l’expression des gènes atf4 et atf6 (Outinen et al., 1999; Zhang et al., 
2012c) et l’expression des protéines GRP75, IRE-1, ATF4 et CHOP (Park et al., 2012). La 
voie IRE-1 de l’UPR pourrait être activée dans cette condition afin d’augmenter l’expression 
de la MTHFR et ainsi réduire l’HHcy (Leclerc et al., 2008). Nos résultats corroborent ces 
différentes observations puisque la déficience en PDM associée à l’augmentation de l’Hcy 
conduisait à un stress du RE dans nos modèles in vivo et in vitro. Ils montrent néanmoins que 
la déficience en folates seule, sans production cellulaire anormale d’Hcy, semble également 
capable de générer un stress du RE puisque les niveaux des ARNm de chop, bip et atf6 étaient 
augmentés. Nos résultats suggèrent donc que la déficience en folates et en PDM pourrait 
conduire à une accumulation de protéines malformées et donc à un stress du RE jouant un rôle 
important dans le développement des MCV.  
 




III. 5. Induction du système de dégradation protéasome-dépendant  
L’accumulation de protéines malformées et le stress du RE conduisent à l’activation et 
l’augmentation du système ubiquitine-protéasome dépendant (Demasi et al., 2012). Les 
protéines de la réponse au stress du RE constituent un système de contrôle qualité des 
protéines synthétisées, pouvant également faciliter leur dégradation lorsqu’elles sont 
malformées par la voie dénommée ERAD (ER associated degradation). Nos résultats in vitro 
montrent que cette voie est activée par la déficience en folates et en PDM. L’expression des 
ARNm de deux E3 ligases, Hrd1, appartenant au complexe de dégradation ERAD (Schulze et 
al., 2005) et Mafbx était effectivement augmentée. Les protéines ainsi ciblées doivent être 
polyubiquitinylées avant leur dégradation par le protéasome 26S. Par exemple, l’actine 
carbonylée pourrait être dégradée par cette voie au cours d’une ischémie cardiaque (Divald et 
al., 2006). Il a été également observé que des protéines ubiquitinylées s’accumulaient dans le 
cœur lors d’une défaillance cardiaque chez l’Homme (Tsukamoto et al., 2006). Une activation 
du protéasome a aussi été observée dans le développement de l’hypertrophie cardiaque 
(Schlossarek et al., 2012). Dans l’étude in vivo, nous avons mis en évidence une augmentation 
de l’abondance de la sous-unité 26S du protéasome (Psmd13) dans le myocarde des ratons 
déficients en PDM, suggérant une activation de la voie de dégradation des protéines. Ce 
processus est à relier à l’augmentation du niveau total de la carbonylation des protéines que 
nous avons également pu mesurer dans le tissu cardiaque, et qui constitue un marquage 
irréversible des protéines devant être éliminées par le système protéolytique. La déficience en 









































I. Conclusion générale 
L’objectif principal de mes recherches était d’étudier les effets de la déficience en PDM sur le 
protéome cardiaque. Des analyses différentielles in vivo et in vitro m’ont permis d’observer 
un certain nombre de réponses biologiques, du cœur ou de cardiomyoblastes en culture, à une 
déficience en folates ou en 3 PDM (folates, vitamine B12 et choline). Il s’agit pour l’essentiel 
d’une altération de la structure cellulaire, des métabolismes lipidiques et énergétiques et de 
l’état d’équilibre antioxydant/oxydant, ainsi que d’une induction de la réponse au stress du 
RE. Les molécules communes identifiées dans les 2 études sont principalement des protéines 
ayant une activité de type chaperone contribuant à la bonne conformation des protéines 
synthétisées. Dans les cardiomyoblastes, l’induction du stress du RE était mesurable dès les 
premiers jours de carence en folates ou en PDM. Enfin, nos données suggèrent que ce 
phénomène s’accompagne d’une activation du système de dégradation protéolytique 
dépendant de l’ubiquitine et du protéasome.  
 
II. Perspectives 
II. 1. Stress du RE et du système de dégradation des protéines protéasome-
dépendant  
Pour approfondir les mécanismes de l’effet de la déficience en PDM et de l’HHcy sur le stress 
du RE, il conviendrait de rechercher si les modifications d’expression de gènes observées 
dans notre étude n°2 s’accompagnent effectivement d’une augmentation du niveau et de 
l’activité des protéines correspondantes, CHOP, BiP et ATF6 dans les cardiomyoblastes 
H9c2. Des western blot des protéines CHOP et BiP ont déjà été réalisés mais n’ont donné 
aucun résultat pour le moment. Plusieurs anticorps ont été utilisés mais aucun ne permet de 
mettre en évidence les protéines CHOP et BiP dans les cardiomyoblastes. Ensuite, il faudrait 
évaluer si les autres voies de la réponse UPR : PERK et IRE1 sont également activées par la 
déficience en folates ou PDM dans les mêmes cellules. Enfin, nos études in vivo et in vitro 
ayant respectivement montré une augmentation de l’abondance de la protéine Psmd13 (sous-
unité 13 du protéasome 26S) et des ARNm d’E3 ligase, la possibilité d’une activation de cette 









II. 2. Implication de C-MYC et de la méthylation dans l’expression génique 
Les réseaux métaboliques révélés par l’analyse IPA de nos données de protéomique 
suggéraient l’implication de C-MYC dans les changements d’expression de plusieurs 
protéines identifiés comme cibles de la déficience en PDM in vivo ou in vitro. La protéine C-
MYC pourrait notamment se lier directement au promoteur du gène de la prohibitine. In vitro, 
nous avons démontré l’induction du gène c-myc dès le premier jour de carence des 
cardiomyoblastes en PDM ainsi qu’en folates. Au vu de ces résultats et de la littérature, c-myc 
serait d’une part, une cible des donneurs de méthyles et d’autre part, impliqué dans les 
pathologies cardiaques. Il serait donc intéressant d’évaluer si l’expression des gènes codant 
des protéines modulées par la déficience en PDM, comme PHB et CRYAB, est sous le 
contrôle du facteur de transcription C-MYC dans notre modèle cellulaire. Enfin, la mise au 
point du dosage CLHP de la SAM et la SAH dans les cellules H9c2 permettrait de déterminer 
si leur capacité de méthylation est affectée par la carence en folates ou en PDM. L’impact 
d’une éventuelle réduction du rapport des concentrations SAM/SAH intracellulaires sur la 
méthylation de gènes codant des protéines différemment exprimées dans les cardiomyoblastes 
déficients en PDM pourrait alors être recherché.  
 
II. 3. Une politique de prévention primaire ne serait-elle pas judicieuse ? 
Les déficiences en folates et vitamine B12 sont fréquentes dans la population générale et 
peuvent toucher des populations plus fragiles telles que les femmes enceintes et les personnes 
âgées. Notre étude in vivo sur les ratons montre que la déficience en PDM conduit à 
l’altération de protéines importantes dans le fonctionnement cardiaque. De plus, notre étude in 
vitro sur les cardiomyoblastes suggère l’accumulation de protéines malformées, l’induction 
d’un stress du RE et l’activation de système de dégradation protéique dès les premiers jours 
de déficience en PDM. Ces modifications pourraient contribuer au développement d’une 
l’hypertrophie cardiaque, comme observée dans le modèle animal, et favoriser la survenue de 
maladies cardiovasculaires chez l’Homme. Bien que les études n’aient pas montré de 
diminution de la morbidité et de la mortalité chez des patients hyperhomocystéinémiques 
atteints de cardiomyopathies après une supplémentation en folates et/ou d’autres vitamines B, 
certains travaux ont révélé une amélioration des fonctions cardiovasculaires. Au vu de nos 
résultats et des données des études épidémiologiques actuelles, une politique de prévention 
primaire contre du moins, le développement de pathologies cardiaques pourrait inclure le 




dépistage de la déficience en folates et en vitamine B12 chez les adultes à risque avec la 
perspective de les supplémenter avec l’un ou l’autre de ces PDM si nécessaire.  
 
II. 4. Limites de nos études 
Nos recherches ont été principalement, conduites au travers d’études protéomiques in vivo 
chez le raton et in vitro sur cellules cardiomyoblastes. En général, les analyses protéomiques 
permettent de détecter jusqu’à 2000 protéines chez l’homme ce qui ne couvre qu’une faible 
partie du protéome cardiaque de l’être humain qui compte plus de 10000 protéines (McGregor 
et al., 2003). Pour notre étude, nous avons utilisé une approche basée sur l’électrophorèse 
bidimensionnelle en réalisant une première séparation des protéines selon un gradient de pH 
linéaire compris entre 3 et 10, puis des gels SDS-PAGE de grande dimension (17 cm de 
largeur). Ceci nous a permis selon les critères de l’outil SameSpots de discriminer environ 
900 spots dans l’extrait protéique de myocarde de ratons. Ces mêmes observations peuvent 
être faites pour l’étude protéomique des cardiomyoblastes où 500 spots ont été séparés. Par la 
suite, l’analyse par le logiciel SameSpots a permis de déterminer, dans les études réalisées sur 
les cœurs de ratons et dans les cardiomyoblastes H9c2, que respectivement, 73 et 22 spots ont 
une abondance différente entre les différentes conditions (contrôle et carencé en folates et/ou 
PDM). Ces spots ont ensuite été prélevés sur les gels d’électrophorèse et identifiées par 
spectrométrie de masse. Trente neuf protéines (sur 73) chez le raton et 13 protéines (sur 22) 
dans les cellules ont ainsi été identifiées. La réalisation de nouvelles analyses protéomiques 
avec des conditions de séparation différentes pour les 2 dimensions (par ex. avec des 
bandelettes de gradient de pH compris entre 4 et 7 ou 6 et 9) ou encore directement par 
spectrométrie de masse devrait permettre d’augmenter le nombre de protéines discriminées et 
offrir de nouvelles informations sur les voies métaboliques affectées par la déficience en 
PDM. Enfin, l’utilisation de la lignée cellulaire H9c2 sous sa forme cardiomyoblastique peut 
constituer une autre limite de notre étude. La réalisation d’expériences de déficience en PDM 
sur des cellules H9c2 différenciées en cardiomyocytes – donc plus près de la physiologie 
myocardique - permettrait de vérifier la validité de nos observations actuelles. L’obtention 
d’un tel modèle serait tout à fait originale, mais très probablement peu aisée comme le 
suggère le nombre réduit d’études réalisées avec des H9c2 « cardiomyocytes » vs 
« cardiomyoblastes ».  
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